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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft cyanidtolerante Nitrilhydratasen aus Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, 
die eine erhohte Cyanidtoleranz aufweisen, ihre Verwendung zur Herstellung von Amiden aus Nitrilen in Gegenwart von Cyaniden 
und fur diese Enzyme kodierende Polynukleotidsequenzen und diese Enzyme. 



WO 2005/090394 



1 



PCT/EP2005/002689 



Cyanidtolerante Nitrilhydratasen 

Die Erfindung betrifft cyanidtolerante Nitrilhydratasen 
insbesondere aus Pseudomonas putida- oder Pseudomonas 
marginalis- Stammen, die eine erhohte Cyanidtoleranz 
5 aufweisen, ihre Verwendung zur Herstellung von Ami den aus 
Nitrilen in Gegenwart von Cyaniden und fiir dieses Enzym 
kodierende Polynukleotidsequenzen. 

Die Umsetzung von a-Hydroxynitrilen (Cyanhydrinen) und a- 
Aminonitrilen zu den entsprechenden Ami den mittels 

10 Nitrilhydratasen eroffnet eine neue Synthesevariante zu a- 
Hydroxysauren und a- Aminos aur en , da a- Hydroxy- und a- 
Aminoamide auf einfache Weise vers ei ft werden konnen 
(Process and catalysts for the production of methionine. 
Ponceblanc, Herve; Rossi, Jean-Chris tophe; Laval, Philip; 

15 Gros, Georges. ( Rhone- Poulenc Animal Nutrition SA, Fr.), 

(WO 2001060789) . Alternativ konnen a-Hydroxyamide auch mit 
Alkali- oder Erdalkalimetallhydroxiden zu den 
entsprechenden Salzen der Hydroxysauren umgesetzt werden. 
Besonders bevorzugt ist hierbei die Umsetzung von 4- 

2 0 Methyl thio-a-hydroxybutyramid (MHA-Amid) mit 

Calciumhydroxid, da Calcium-MHA direkt als alternative 
Produktform zu Methionin oder MHA als Futtermittelzusatz 
eingesetzt werden kann. 

Allerdings zerf alien a-Hydroxynitrile und a-Aminonitrile 
25 leicht zu Aldehyden und Blausaure bzw. Aldehyden, Blausaure 
und Ammoniak. Die entstehende Blausaure ist ein starker 
Inhibitor fur fast alle bekannten Nitrilhydratasen, mit 
Ausnahme der Nitrilhydratase aus Rhodococcus equi XL-1, die 
bei 2 0 mM Cyanid den bisher geringsten bekannten 

3 0 Aktivitatsverlust zeigt. (Production of amides from 

nitriles by Rhodococcus equi cells having a cyanide 
resistant-nitrile hydratase. Nagasawa, Tohru; 

Matsuyama, Akinobu. (Daicel Chemical Industries, Ltd., 
Japan) , (EP 1 266 962 A) . 
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Die geringe Produktivitat von ca. 8 g Amid pro g 
Biotrockenmasse der Ruhezellen, die lange Reaktionszeit von 
43 Stunden und die relativ geringe Produktkonzentration von 
75 g/L fiihren zur Suche nach verbesserten Nitrilhydratasen . 

5 Das Ziel der hier beschriebenen Erfindung ist deshalb einen 
Biokatalysator zur Verfiigung zu stellen, der nicht diesen 
Einschrankungen unterliegt. Ausserdem ist eine noch hohere 
Toleranz des Biokatalysators gegeniiber Cyanid vorteilhaft, 
da a-Hydr oxyni t r i 1 e und a-Aminonitrile zur Gewahrlei stung 

10 einer schnellen und vollstandigen Umsetzung des Aldehyds 
bevorzugt mit einem 1-3 %-igen Uberschuss an Blausaure 
hergestellt werden, der zum Teil im Produkt verbleibt. 
Sornit konnen wahrend der Biotransformation 
Cyanidkonzentrationen auftreten, die 20 mM ubersteigen. 

15 Nebenprodukte und Reagentien wie als Hilfsbasen eingesetzte 
Amine diirfen die Nitrilhydratase-Aktivitat ebenfalls nicht 
inhibieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Nitrilhydratasen 
bereitzustellen, die gegenuber bdi der Umsetzung von 

2 0 Nitrilen zu Amiden in der Reaktionslosung vorhandenen 

Cyanidionen eine erhohte Stabilitat aufweisen. 

Gegenstand der Erfindung sind isolierte Polynukleotide, 
insbesondere aus Mikroorganismen der Gattung Pseudonomas , 
die fiir Polypeptide mit den Aminbsauresequenzen kodieren, 
25 die zu 90 bis 100 % identisch sind mit den in den Sequenzen 
SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 10 enthaltenden 

Aminos aures equenz en , wobei die Polypeptide, enthaltend die 
Sequenzen SEQ ID NO:2, 3, 5 o'der 7, 8, 10, zusammen 
jeweils die Aktivitat einer cyanidtpleranten 

3 0 Nitrilhydratase besitzen bzw. diese Nitrilhydratase bilden. 

Bevorzugt stammen die Polynukleotide aus Pseudonomas putida 
oder Pseudonomoas marginalis . 
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Gegenstand der Erfindung sind weiter Polynucleotide, 
ausgewahlt aus der Gruppe 

a) Polynucleotide, enthaltend #ie oder bestehend aus den 
Nukleotidsequenzen aus den SEQ ID NO : 1 , 4, 6, 9 oder 

5 dazu komplementaren Nukleotidsequenzen, 

b) Polynukleotide, enthaltend v Nukleotidsequenzen, die den 
Sequenzen aus a) im Rahmen der Degeneriertheit des 
genetischen Codes entsprechen, 

c) Polynukleotide enthaltend Nukleotidsequenzen gemass 
10 a) , die f unktionsneutrale, Sinnmutationen enthalten, 

d) Polynukleotide, die mit den komplementaren Sequenzen 
aus a) oder c) unter stringent en Bedingungen 

hybr i di s i er en , 



15 wobei die Polynukleotide fur eine cyanidtolerante 
Nitrilhydratase kodieren. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso die durch diese 
Polynukleotide kodierten Polypeptide mit den Sequenzen SEQ 
ID NO: 2, 3, 5 oder 7, 8, 10 mit der Aktivitat von 

2 0 cyanidtoleranten Nitrilhydratasen aus Mikroorganismen der 

Gattung Pseudonomas, die sowohl in 'den Mikroorganismen 
angereichert oder in isolierter Form vorliegen konnen. 
SEQ ID NO: 2 und 7 kodieren fur die alpha-Untereinheiten der 
Nitrilhydratasen, SEQ ID NO: 3 und 8 fur die beta- 
25 Untereinheiten der Nitrilhydratasen und SEQ ID NO: 5 und 10 
fur Aktivatorproteine deren Co-Expression fur die Aktivitat 
der Nitrilhydratasen essentiell ist (Nojiri et al . , 1999, 
Journal of Biochemistry, 125:69 6-7 04) 

Erf indungsgemaS werden bevorzugt Wirtszellen verwendet, die 

3 0 durch die erf indungsgemaKen Polynukleotide transf ormiert 

oder transf ektiert wurden. 
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Die Wirtszellen konnen zu den Eukaryonten oder Prokaryonten 
zahlen, fur die ein stabiles Expr es s i ons sys t em bekannt ist, 
insbesondere 

Als Host-Organismus dienen bevorzugt Mikroorganismen, fur 
5 Express ionssyst erne gibt, wie z. B. Pseudomonas, Pichia, 
verschiedene Hefen, Saccaromyces , Aspergillus oder der 
Familie Streptomyces , isbesondere E. coli. Mikroorganismen 
der Gattung Rhodococcus sind ebenso geeignet. 



10 Vektor DNA kann in eukaryonische oder prokaryonische Z ell en 
durch bekannte Transformations- oder Trans f ekt ions techniken 
eingeftihrt werden. 

^Transformation^ , „ Trans f ekt ion * , „Konjugation" und 
„ Trans dukti on xx beziehen sich auf nach dem Stand der 
15 Techniken bekarmten MaSnahmen, 'urn fremde DNA einzufuhren. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso Polynukleotide, die im 
wesentlichen aus einer Polynukleotidsequenz bestehen, die 
erhaltlich sind durch Screening mittels Hybridisierung 
einer entsprechenden Genbank von Pseudonomas marginal is 

2 0 oder Pseudonomas putida, die das vollstandige Gen oder 

Teile davon en thai t, mit einer Sonde, die die Sequenzen der 
erf indungsgemaSen Polynukleotide aus der SEQ ID No : 1 , 4 
oder 6, 9 oder Fragmente davon enthal-t und Isolierung der 
genannten Polynukleotidsequenz . 

25 Polynukleotide, die die Sequenzen gemaS der Erfindung 

enthalten, sind als Hybridisierungs-Sonden fiir RNA, cDNA 
und DNA geeignet, urn Nukleinsauren beziehungsweise 
Polynukleotide oder Gene in voller Lange zu isolieren, die 
fiir die erf indungsgemaSen Proteine kodieren, oder urn solche , 

3 0 Nukleinsauren beziehungsweise Polynukleotide oder Gene zu 

isolieren, die eine hohe Ahnlichkeit der Sequenzen mit 
denen der erf indungsgemafien Gene aufweisen. Sie konnen 
ebenso als Sonde auf sogenannte ''arrays' 7 , "micro arrays" 
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oder XX DNA chips" aufgebracht werden, um die entsprechenden 
Polynukleotide oder hiervon abgeleitete Sequenzen wie z.B. 
RNA oder cDNA zu detektieren und zu bestimmen. 

Polynukleotide, die die Sequenzen gemaJS der Erfindung 
5 enthalten, sind weiterhin als Primer geeignet, mit deren 

Hilfe mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA von Genen 
hergestellt werden kann, die ftijr die erf indungsgemafien 
Proteine kodieren. 

Solche als Sonden oder Primer dienende Oligonukleotide, 
10 en thai ten mindestens 25 oder 30, bevorzugt mindestens 20, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 15 auf einanderf olgende 
Nukleotide. Geeignet sind ebenfalls Oligonukleotide mit 
einer Lange von mindestens 40 oder 50 Nukleotiden. 
Gegebenenf alls sind auch Oligonukleotide mit einer Lange 
15 von mindestens 100, 150, 200, 250 oder 3 00 Nukleotiden 
geeignet . 

„Isoliert" bedeutet aus seinem .naturlichen Umfeld 
herausgetrennt . 

„Polynukleotid" bezieht sich im allgemeinen auf 

2 0 Polyribonukleotide und Polydeoxyribonukleotide, wobei es 

sich um nicht modifizierte RNA oder DNA oder modifizierte 
RNA oder DNA handeln kann. 

Die Polynukleotide gemafi Erfindung schliefien Polynukleotide 
gemaS SEQ ID No:l, 4, 6, 9 oder darin enthaltene Fragmente 
25 und auch solche ein, die zu wehigstens 90 %, 93 %, 95 %, 97 
% oder 99% identisch sind mit den Polynukleotiden gemaS 
SEQ ID NO:l, 4, 6, 9 oder darin enthaltenen Fragmenten. 

Unter „ Polypeptide^ versteht man Peptide oder Proteine, 
die zwei oder mehr uber Peptidbindungen verbundene 

3 0 Aminosauren enthalten. 



Die Polypeptide gemaS Erfindung schliefien Polypeptide gemaS 
den Sequenzen SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 10 , und auch solche 
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ein, die zu wenigstens 90%, unci besonders bevorzugt zu 
wenigstens 91%, 95%, 97% oder 99% identisch sind mit den 
Poiypeptiden gemafe den Sequenzen SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 
10. 

5 Die aus der gewunschten Genbank erhaltenen DNA-Sequenzen 
konnen dann mit bekannten Algorithmen bzw. Sequenzanalyse- 
Programmen wie z.B. dem von Staden (Nucleic Acids Research 
14, 217-232(1986)), dem von Marck (Nucleic Acids Research 
16, 1829-1836 (1988)) oder dem GCG-Programm von Butler 
10 (Methods of Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)) 
untersucht werden. 

Kodierende DNA-Sequenzen, die sich den in aus SEQ ID No . 1, 
4, 6, 9 enthaltenen Sequenzen durch die Degeneriertheit des 
genetischen Kodes ergeben, sind ebenf alls Bestandteil der 

15 Erfindung. In gleicher Weise sind DNA- Sequenzen, die mit 
diesen Sequenzen oder Teilen von davon hybridisieren, 
Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin 
konservative Aminosaureaustausche wie z.B. Austausch von 
Glycin gegen Alanin oder von. Asparaginsaure gegen 

20 Glutaminsaure in Proteinen als „Sinnmutationen xx („sense 
mutations*) bekannt, die zu keiner grundsatzlichen 
Veranderung der Aktivitat des Proteins fizhren, d.h. 
funktionsneutral sind. Weiterhin ist bekannt, daS 
Anderungen am N- und/oder C-Terminus eines Proteins dessen 

25 .Funktion nicht wesentlich beeintrachtigen oder sogar 

stabilisieren konnen. Angaben hierzu findet der Fachmann 
unter anderem bei Ben-Bassat et al . (Journal of 
Bacteriology 169:751-757 (1987)), bei O'Regan et al . (Gene 
77:237-251 (1989)), bei Sahin-Toth et al . (Protein Sciences 

30 3:240-247 (1994)), bei Hochuli et al . (Bio/Technology 
6:1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbuchern der 
Genetik und Molekularbiologie . 

SchlieSlich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der Erfindung, 
die durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter 
3 5 Verwendung von Primern hergestellt werden, die sich aus 
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SEQ ID NO: 1, 4, 6, 9 ergeben. Derartige Oligonukleotide 
haben typischerweise eine Lange von mindestens 15 
auf einanderf olgenden Nukleotiden, insbesondere von 20, 3 0 
Oder 40. 

5 Anleitungen zur Identif izierung von DNA-Sequenzen mittels 
Hybridisierung findet der Fachmann unter anderem im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter 
Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
(Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl et al . 

10 (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 
41: 255-260). Die Hybridisierung findet unter stringenten 
Bedingungen statt, das heiSt, es werden nur Hybride 
gebildet, bei denen Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit 
der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 90% 

15 identisch sind. Es ist bekannt, dass die Stringenz der 
Hybridisierung' einschliefelich der Waschschritte durch 
Variieren der Puf f erzusammensetzung, der Temperatur und der 
Salzkonzentration beeinflusst bzw. bestimmt wird. Die 
Hybridisierungsreaktion wird vorzugsweise bei relativ 

20 niedriger Stringenz im Vergleich zu den Waschschritten 

durchgefiihrt (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, 
Teddington, UK, 1996). 

Fur die Hybridisierungsreaktion kann beispielsweise ein 5x 
SSC-Puffer bei einer Temperatur . von ca. 50°C - 68°C 

25 eingesetzt werden. Dabei konnen Sonden auch mit 

Polynukleotiden hybridisieren, die weniger als 70% 
Identitat zur Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride 
sind weniger stabil und werden durch Waschen unter 
stringenten Bedingungen entfernt. Dies kann beispielsweise 

3 0 durch Senken der Salzkonzentration auf 2x SSC und 

gegebenenfalls nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System User's 
Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, 
Mannheim, Deutschland, 1995) erreicht werden, wobei eine 
Temperatur von ca. 5 0°C - 68 °C eingestellt wird. Es ist 

35 gegebenenfalls moglich die Salzkonzentration bis auf 0,lx 
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SSC zu senken. Durch schrittweise Erhohung der 
Hybridisierungs temper atur in Schritten von ca. 1 - 2°C von 
50°C auf 68°C konnen Polynukleotidf ragmente isoliert 
werden, die beispielsweise mindestens 90% bis 95% Identitat 
5 zur Sequenz der eingesetzten Sonde besitzen. Wei t ere 

Anleitungen zur Hybridisierung sind in Form sogenannter 
Kits am Markt erhaltlich (z.B. DIG Easy Hyb von der Firma 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, Catalog No. 
1603558) . 

10 Anleitungen zur Amplif ikation von DNA-Sequenzen mit Hilfe 
der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) findet der Fachmann 
unter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide 
synthesis: A Practical Approach (IRL Press, Oxford, UK, 
1984) und bei Newton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer 

15 Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994) . 

Im allgemeinen geht man so vor, dass man ein gut 
exprimierbares Gen in einen Vektor mit niedriger 
Kopienzahl, Gene mit schwacherer Express ionsleistung auf 
einem Vektor mit hoherer Kopienzahl und/oder starkem 

2 0 Promotor kloniert. Die Wirtszellen sind mit diesen Vektoren 

in der Weise transf ormiert , dass sie im Vergleich zum 
Startorganismus mindestens jeweils eine zusatzliche Kopie 
der fur die Bildung von Nitrilhydratase kodierenden 
Nukleotidseguenzen enthalten. 

25 Die so hergestellten transf ormiert en oder rekombinanten 

Mikroorganismen insbesondere der Gattung Pseudonomas sind 
ebenfalls Teil der Erfindung. 

Es wurde gefunden, dass die Verstarkung der fur die 

erf indungsgemaSe Nitrylhydratase und das Helf erprotein P47K 

3 0 kodierenden Gene in Mikroorganismen zu einer erhohten 

Produktion der Nitrilhydratase oder auch zu einer erhohten 
Aktivitat der Nitrilhydratase fuhren. 
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Der Begriff „Verstarkung" beschreibt in diesem Zusammenhang 
die Erhohung der intrazellularen Aktivitat eines Oder 
mehrerer Enzyme in einem Mikroorganismus , die durch die 
entsprechende DNA kodiert werden, indem man beispielsweise 
5 die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhoht, einen starken 
Promoter verwendet Oder ein Gen verwendet, das fur ein 
entsprechendes Enzym mit einer hohen Aktivitat kodiert und 
gegebenenfalls diese MaSnahmen kombiniert, im Vergleich zum 
nicht rekombinierten Startorganismus . 

10 Zur Erzielung einer tiber express ion kann die Promotor- und 
Regluationsregion oder die Ribosomenbindungss telle, die 
sich stromauf warts des Strukturgens befindet, mutiert 
werden. In gleicher Weise wirken Express ionskassetten, die 
stromauf warts des Strukturgens eingebaut werden. Durch 

15 induzierbare Promotoren ist es zusatzlich moglich, die 
Expression im Verlaufe der f ermentativen Aminosaure- 
Produktion zu steigern. Durch MaSnahmen zur Verlangerung 
der Lebensdauer der m-ENA wird ebenfalls die Expression 
verbessert . 

2 0 Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des 

Enzymproteins ebenfalls die Enzymakt ivi tat verstarkt. Die 
Gene oder Genkonstrukte konnen ' entweder in Plasmiden mit 
unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Chromosom 
integriert und amplifiziert sein. Alternativ kann weiterhin 
25 eine Uberexpression der betreffenden Gene durch Veranderung 
der Medi enzus ammens e t zung und Kulturf lihrung erreicht 
werden . 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso 

1) ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Amiden 

3 0 aus Nitrilen, das folgende Schritte aufweist: 



a) 



Umsetzung einer (eine) Nitrilgruppe (n) 
enthaltenden Verbindung mit einem mikrobiellen 
Enzym, das Nitrilhydratase-Aktivitat aufweist und 
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b) Abtrennung des gebildeten Amids , wobei man 

c) fur die Umsetzung des Nitrils zum Amid eine 

erf indungsgemafie Nitrilhydratase einsetzt. Deren 
Restaktivitat betragt nach der Umsetzung von 
5 Methacrylnitril in Gegenwart von 20 mM (mM = 

mmol/1) Cyanidionen bei 2 0 °C nach 3 0 min. 
bevorzugt mindestens 9 0 % der Restaktivitat 
desselben Enzyms, wenn dieses das unter ansonsten 
denselben Bedingungen in Abwesenheit von 
10 Cyanidionen fur die Umsetzung eingesetzt wurde. 

2) ein Verfahren gemaS 1) , dadurch gekennzeichnet, dass 
die Restaktivitat nach der Umsetzung in Gegenwart von 
50 mM Cyanidionen mindestens 60 % betragt, 

3) ein Verfahren gemaS 1) oder 2), dadurch 

15 gekennzeich.net , dass man das Enzym produzierende und 

enthaltende Mikroorganismen oder deren Lysat einsetzt . 

4) ein Verfahren gemaS 3), dadurch gekennzeichnet , dass 
man ruhende Zelle des Mikroorganismus einsetzt, 

5) ein Verfahren gemaS 1) oder 2), dadurch 

2 0 gekennzeichnet, dass man das gereinigte Enzym 

einsetzt, 

6) ein Verfahren gemaJS 1) bis 5) , dadurch gekennzeichnet, 
dass das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung 
Pseudomonas stammt, insbesondere Pseudonomas putida 

25 oder Pseudonomas marginalis, 

7) ein Verfahren gemaS 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas 
stammt, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 und 
DSM 16276, und die Aminosauresequenzen mit den 

3 0 Sequenzen SEQ IDNO:2, 3, 5, 7, 8, 10 aufweisen, 
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5 



10 



15 



20 



ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 7) , dadurch gekennzeichnet , dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formeln 



in der bedeuten: 

X: OH, H, Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen, NH 2 

R: H, gesattigter Alkylrest mit 1 bis 12 C- At omen, 

verzweigt oder unverzweigt, gegebenenf alls NH 2 - 

substituiert 

ungesattigte Alkylreste mit einer Doppelbindung 
und 1 bis 12 C- At omen, verzweigt oder 
unverzweigt, Cycloalkylgruppen mit 3 bis 6 C- 
Atomen, 

mit Alkyl thiogruppen substituierte 
Alkylenreste, wobei Alkyl hier einem Ci bis C 3 - 
Rest 

und Alkylen einem zweiwertigen C3 bis Cs-Rest 
entspricht , 

R* : H, wenn R kein H bedeutet, Alkyl mit 1 bis 3 
C- At omen, 

R* : ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 
bis 12 C-Atomen, gegebenenf alls substituiert mit 
einer oder zwei Alkyl gruppen (Ci - C 3 ) , Cl, BR, F 
substituiert, 

einwertiger Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Amiden umsetzt, 




30 



9) 



ein Verfahren gemaB 8), dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine Verbindung der allgemeinen Formel(I) in 
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Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt , 

10) ein Verfahren gemafi 9)', dadurch gekermzeichnet , dass 
man die Umsetzung in Gegenwart von 0,1 mol% Cyanid bis 

5 3 mol% Cyanid bezogen auf das eingesetzte Nitril 

durchfuhrt, bevorzugt > 2 bis 3 mol%. Dies entspricht 
bei 1 mol Endkonz ent rat i on bei 3 mol% 3 0 mMol Cyanid, 

11) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10), dadurch gekennzeichnet ; dass man als Nitril 

10 Methioninnitril einsetzt, 

12) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10) , dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 
2 -Hydroxy- 4 -methyl thi obu tyr oni t r i 1 eins e t z t . 

Bevorzugt setzt man ein Reaktionsgemisch ein, wie man 
15 es erhalt , wenn man Blausaure, 3- 

Methylthiopropionaldehyd in Gegenwart einer Hilfsbase 
wie z.B. Triethylamin nach dem Stand der Technik 
umsetzt. 

Es kann vorteilhaft ohne Aufreinigung eingesetzt 
2 0 werden . 

Dies weist auf die zusatzliche Stabilitat der 
erf indungsgemafien Enzyme gegenuber Aldehyden und 
Aminen hin. 

13) Ein Verfahren, bei dem man als Vorstufe fur 
25 Methacrylamid 2-Hydroxy-2-methylpropionitril , 

einsetzt . 

14) Die Erfindung ist ebenso ausgerichtet auf isolierte 
und gereinigte Mikroorganismen der Gattung 
Pseudomonas, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 

30 (MA32, Pseudomonas marginalis) und DSM 16276 (MA113, 

Pseudomonas put i da) , und 
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15) Cyanidtolerante Nitrilhydratasen, isoliert aus den 

Stammen der Gattung Pseudomonas, insbesondere aus den 
unter den Nummern DSM 16275 und DSM 16276 hinterlegten 
Stammen von Pseudonomas putida und Pseudonomas 
5 marginal is . 

Die Hinterlegung erfolgte am 09.03.2004 bei der DSMZ, 
Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen in 
Braunschweig, nach dem Budapester Vertrag. 

Diese Stamme sind besonders geeignet, die er f indungs gema&en 
10 Enzyme zu produzieren. 

„Isolierte und gereinigte Mikroorganismen * betrifft 
Mikroorganismen, die in einer hoheren Konzentration als 
natiirlich zu finden vorliegen. 

Gegenstand der Erf indung ist ebenso ein Verfahren zur 
15 Herstellung der oben beschriebenen cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase, bei dem man 

a) einen diese Nitrilhydratase produzierenden 
Mikroorganismus , insbesondere der Gattung Pseudomonas 
marginalis oder Pseudomonas putida, unter Bedingungen 

20 fermentiert, bei denen sichdas Enzym in dem 

Mikroorganismus bildet, und 

b) fruhestens nach dem Durchlaufen der logarithmischen 
Wachstumsphase die Zellen erntet. 

AnschlieSend setzt man 

25 a) entweder den das Enzym enthaitenden Mikroorganismus als 
in Form von ruhenden Zellen, gegebenenf alls nach der 
Erhohung der Permeabilitat der Zellmembran oder 

b) das Lysat der Zellen oder 

c) das aus den Zellen des Mikroorganismus mit bekannten 
3 0 MaSnahmen isolierte Enzym 
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zur erf indungsgemaSen Umwandlung von Nitrilen in Amide ein. 

Bei der Nitrilhydratase kann es sich sowohl urn ein mit 
nicht rekornbinanten Mikroorganismen erzeugtes als auch urn 
ein rekombinant erzeugtes Enzym handeln. 

5 Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur 
rekornbinanten Herstellung der erf indungsgemaJS^n 
Polypeptide, wobei man einen diese Polypeptide 
produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenf alls 
die Expression der zugehorigen Polynukleotide induziert und 
10 die Enzyme gegebenenf alls aus der Kultur isoliert. 

Es handelt sich im allgemeinen urn ein Verfahren, bei dem 
man 

a) Mikroorganismen insbesondere der Gattungen Pseudonomas 
marginalis Oder Pseudonomas putida f ermentiert 7 in 
denen man isolierte Polynukleotide aus Mikroorganismus 
der Familie Pseudonomas, die fur Polypeptide mit den 
Aminos aures equ en z en kodieren, die zu 90 bis 100 % 
identisch sind mit den S equ en z en in den SEQ ID NO : 2 , 3 
und 5 Oder 7, 8 und 10 enthaltenden 

Amino s aures equen z en , wobei die Polypeptide jeweils 
gemeinsam die Aktivitat einer cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase besitzen, verstarkt, insbesondere 
rekombinant uberexprimiert , 

b) aus dies en Mikroorganismen das Enzym mit 
Nitrilhydrataseaktivitat gegebenenf alls isoliert oder 
eine dieses Enzym enthaltende Proteinf raktion 
herstellt, und 

c) die Mikroorganismus gemass a) oder das Enzym gemass 
oder die dieses enthaltende Fraktion b) in ein Medium 

3 0 uberfuhrt, das ein Nitrilgruppen-haltige Verbindung 

der allgmeinen Formeln (I) und (II) enthalt. 



15 



20 



25 
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Das zur Fermentation verwendende Kulturmedium muss in 
geeigneter Weise den Anspruchen der jeweiligen Stamme 
geniigen . Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 
5 General Bacteriology" der American Society for Bacteriology 
(Washington D.C., USA, 1981) enthalten. . 

Als Kohlenstoff quelle konnen Zucker und Kohl ehydr a t e wie 
z.B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, 
Melasse, Starke und Cellulose, Ole und Fette wie z.B. 
10 Sojaol, Sonnenblumenol, Erdnufeol und Kokosfett, Fettsauren 
wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure, 
Alkohole wie z.B. Glycerin und Ethanol und organische 
Sauren wie z.B. Essigsaure verwendet werden. Diese Stoffe 
konnen einzeln oder als Mischung, verwendet werden. 

Als Stickstof f quelle konnen vorteilhaft organische Nitrile 
oder Saureamide wie Acetonitril, Acetamid, 
Me thacry lni t r i 1 e , Me thacrylamid , Is obu tyr oni t r i 1 , 
Isobutyramid oder Harnstoff auch in Kombination mit anderen 
Stickstof fhaltigen Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, 
F 1 ei s chext rakt , Mai z ext rakt , Mai s quel lwas s er , 
Sojabohnenmehl und oder anorganische Verbindungen wie 
Ammoniumsul f at , Ammoniumchlor id , Aramoniumphosphat , 
Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stickstof fquellen konnen einzeln oder als Mischung 
verwendet werden. 

Als Phosphorquelle konnen Phosphor saure, Kaliumdihydrogen- 
phosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat oder die 
entsprechenden Natrium-hal tigen Salze verwendet werden. Das 
Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen enthalten 
3 0 wie z.B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fur das 
Wachstum notwendig sind. SchlieElich konnen essentielle 
Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den 
oben genannten Stoffen eingesetzt werden. Die genannten 
Einsatzstof fe konnen zur Kultur in Form eines einmaligen 
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Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der 
Kultivierung zugefuttert werden. 

Zur pH-Kontrolle der Kultur werden basische Verbindungen 
wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
5 Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphors aure 
oder Schwef elsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie 
z.B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt werden. Urn aerobe 
Bedingungen auf rechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder 

10 Sauerstoff haltige Gasmischungen wie z.B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt 
normal erweise bei 10°C bis 40°C und vorzugsweise bei 10°C 
bis 3 0°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt, bis sie die 
logarithmische Wachstumsphase durchschritten hat. Dieses 

15 Ziel wird normal erweise innerhalb von 10 Stunden bis 7 0 
Stunden erreicht. Im Anschluss daran werden die Zellen 
bevorzugt geerntet, gewaschen und in einem Puffer als 
Suspension bei einem pH-Wert von 6-9, insbesondere von 6,8 
bis 7,9 auf genommen . Die Zellkonzentration belauft sich auf 

20 1-25%, insbesondere 1,5 bis 15% (Feuchtgewicht/v) . Die 
Permeabilitat kann mit physikalischen oder chemischen 
Methoden so, z. B. mit Toluol wie bei Wilms et al . , J. 
Biotechnol., Vol. 86 (2001), 19-30 beschrieben, erhoht 
werden, dass das umzuwandelnde Nitril die Zellwand 

25 durchdringen und das Amid austreten kann. 

Folgende Nitrile werden bevorzugt umgesetzt: 
gesattigte Mononitrile: 

Acetonitril , Propioni tril , Butyronitril , Isobutyronitril , 
Valeronitril , Isovaleronitril , Capronitril 

3 0 gesattigte Dinitrile: 

Malonitril , Succinoni tril , Glutaronitril , Adiponitril 

aromatische unsubstituierte und substituierte Mono- und 
Dinitrile : 
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Benzonitril, 2, 6-Dif luorbenzonitril , Phthalonitril, 
Isophthalonitril , Terephthalonitril , 

a-Aminonitrile : 

a-Aminopropionitril , a-Aminomethylthiobutyroni tril , a- 
5 Aminobutyronitril, Aminoacetonitril , alle von natiirlichen 
Aminosauren abgeleitete Nitrile, a-Axnino-3 , 3- 
dimethylpropionitril a-Amino-2 , 3-dimethylpropionitril 

Nitrile mit Carboxyl-Gruppen: 
Cy anes s i gs aur e 

10 p-Aminonitrile: 

Amino- 3 -propioni tr i 1 

ungesattigte Nitrile: 

Acrylnitril , Methacrylonitril , Allylcyanid, Crotononitril 

a-Hydroxynitrile : 
15 a-Hydroxy-n-propionitril a-Hydroxy-n-butyroni tril , a- 
Hydroxy-isobutyronitril , a-Hydroxy-n-hexanonitril , oc- 
Hydroxy-n-hep tanoni t r i 1 , a-hydroxy-n-octanonitril , a, y~ 
Dihydroxy-p, P~dimethylbutyronitril , Acroleincyanohydrin, 
Methacrylaldehyd cyanohydrin, 3-Chlorolactonitril , 4- 

2 0 Methyl thio-a-hydroxybutyroni tril und a-Hydroxy- 

phenylpropionitril . 

Die Konzentration der umzusetzenden Nitrile in der 
Reaktionslosung ist nicht auf bestimmte Bereiche begrenzt . 

Urn eine Inhibierung der Enzymaktivitat durch das Substrat 
25 zu vermeiden, halt man die Konzentration des Nitrils im 
allgemeinen auf 0,02 bis 10 w/w%, insbesondere 0,1 bis 
2 w/w%, bezogen auf die Menge des Biokatalysators als 
getrocknete Zellmasse. Das Substrat kann zu Beginn der 
Umsetzung insgesamt oder im Verlauf der Umsetzung 

3 0 kontinuierlich oder diskontinuierlich zugesetzt werden. 
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Die Bestimmumng des Trockengewichts erfolgt mit dem 
Moisture Analyser MA 45 (Sartorius) . 

Wenn die Loslichkeit der Nitrilverbindung in dem wassrigen 
Reakt ions system zu gering ist, kann ein Losungsvermittler 
5 zugesetzt werden. 

Die Reaktion kann aber alternativ auch in einem 
Zweiphasensystem Wasser/organische Losungsmittel 
durchgefuhrt werden. 

Bei der Verwendung von Zellen des Mikroorganismus als 
10 enzymatisch aktivem Material, 1st die Menge der 

eingesetzten Zellen im Verhaltnis zur Substratmenge 
bevorzugt 0,02 bis 10 w/w% als getrocknete Zellmasse. 

Es ist auch moglich, das isolierte Enzym nach allgemein 
bekannten Techniken zu immobilisieren und in dieser Form 
15 dann einzusetzen. 

Die Reaktion wird im allgemeinen bei Temperaturen von -5°C 
bis 50°C, insbesondere 0°C bis 30°C, und einer Zeitdauer 
von 0,1 bis 100 Stunden durchgefuhrt. 

Der einzuhaltende pH-Wert des Reakt ionsgemisches ist so 

2 0 lange nicht auf bestimmte Werte begrenzt, wie die 

enzymatische Aktivitat nicht beeintrachtigt wird. Nach der 
Umsetzung kann das gebildete Amid aus der Reaktionslosung 
wie bekannt abgetrennt und gereinigt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren, bei 
25 dem man das Amid bzw. die das Amid enthaltende Losung zum 
Beispiel von den Zellen der Biomasse abtrennt und das Amid 
entweder zu der entsprechenderi Saure vers ei ft oder unter 
Zusatz von Alkali- oder Erdalkalimetallyhydroxiden zu den 
entsprechenden Salzen der Sauren umsetzt. Bevorzugt wird 

3 0 MHA-Amid mit Calziumhydroxid verseift und das entsprechende 

Calziumsalz isoliert . 
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Beispiele 
Beispiel 1 
Anzuchtbedingungen 

Die Vorkulturen wurden innerhalb von 24 h unter Schutteln 
5 bei 3 0°C in einem Volumen von 5 ml in Glasrohrchen 
angezogen. Mit 1 ml der Vorkultur wurden 100 ml der 
Hautkultur angeimpft und 42 h bei 25°C in einem 
Erlenmeyerkolben mit einem Ge s am tvo lumen von 1000 ml 
geschiittelt . 



Medium fur die Vorkultur (pH 7 


,0) 


K 2 HP0 4 


7 g 




KH2PO4 


3 g 




Na-citrat 


0,5 g 




Glycerin 


2 g 




FeS04 * 7 H 2 0 


0,004 g 




MgS04 * 7 H 2 0 


0.1 g 




Acetamid 


2 g 




Spur ens al z 1 6 s ung 


0,1 ml 




Demineralisiertes 
Wasser 


Ad. 1000 


ml 



10 



Medium fur die 


Hauptkultur 


(PH 7,0) 


K2HPO4 


7 g 




KH2PO4 


3 g 




Natriumcitrat 


0,5 g 




Glycerin 


2 g 




FeS04 * 7 H 2 0 


0,004 


g 
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MgS04 * 7 H 2 0 


0.1 


g 


Acetamid 


10 g 


Spur ens a 1 z 1 6 s ung 


0,1 


ml 


Deminer al i s i er t es 


Ad. 


1000 ml 


Wasser 







Spurensalzlosung 


EDTA, 


Na 2 


* 2 H 2 0 


158 mg 


Na2Mo04 


* 


2 H 2 0 


4 # 7 mg 


ZnS0 4 


* 


7 


H 2 0 


70 mg 


MnS0 4 


* 


4 


H 2 0 


18 mg 


FeS0 4 


* 


7 


H 2 0 


16 mg 


CuS0 4 


* 


5 


H 2 0 


4,7 mg 


CoS0 4 


* 


6 


H 2 0 


5,2 mg 


Demineral is ier t es 
Wasser 


Ad. 1000 ml 



Beispiel 2 

Isolierung und I dent if izierung der Mikroorganismen 

5 Die beiden Stamme MA32 und MA113 wurden durch Bestimmung 
der Nitrilhydratase-Aktivitat der Ruhezellen in Gegenwart 
von 2 inM Kaliumcyanid selektiert. 

Eigenschaf ten von MA32: 

Zellf orm Stabchen 
10 Breite 0,6 - 0,8 p 

Lange 1,5 - 3,0 p 
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10 



40 



Beweglichkeit + 

GeiSeln polar > 1 

Gr am- Reak t i on 

Lyse durch 3% KOH + 
Aminopeptidase (Cerny) + 

Oxidase + 

Katalase + 

Wachstum bei 41 °C 



Subs t ratverwer tung 
Adipat 

15 Citrat + 

Malat + 
Phenylacetat 

D-Glucose + 
Maltose 

2 0 Mannitol + 

Arabinose + 

Mannose + 

Trehalose + 

Sorbitol + 

25 Erythrol + 

Citraconat + 

Inositol + 

ADH + 

3 0 Urease 

Hydrolyse von Gelatine + 
Hydro lyse von Esculin + 

3 5 Levan aus Saccharose + 

Denitrif ication + 

Lecithinase + 



Fluoreszens 
Pyocyanin 



Das Profil der zellularen Fettsauren ist typisch fur die 
45 Gruppe I der Pseudomonaden 

Die Analyse eines 484 bp langen Abschnitts der 16S rRNA 
ergab eine 100%-ige Ubereinstiiranung mit der Sequenz von 
Pseudomonas marginal is 
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Unter Berucksichtigung aller Daten konnte MA32 als 
Pseudomonas marginalis i dent if iziert werden. 



5 E i gens chaf ten von MAI 13 : 

Zellform Stabchen 

Breite 0,6 - 0,8 p 

Lange 1/5 - 3,0 p 

10 Beweglichkeit + 

GeiiSeln polar > 1 

Gr am- Reak t i on 

Lyse durch 3% KOH + 

15 Aminopeptidase (Cerny) + 

Oxidase + 

Katalase + 



20 



Wachstum bei 41 °C 



Subs tratverwer tung 
Adipat 

Citrat + 

Malat + 
25 Phenylacetat + 

D-Glucose + 

Maltose 

Mannitol 

Arabinose 
3 0 Mannose 

Trehalose 

Inositol 

(3-Alanin + 
a-Ketoglutarat + 
35 Benzyl amin 

Hippurat + 
Azelat + 
D-Mandelat + 

40 ADH + 
Urease 



+ 



45 



Hydrolyse von Gelatine 
Hydro lyse von Esculin 

Levari aus Saccharose 
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Denitrif ication 
Lecithinase 

5 

Fluoreszens + 
Pyocyanin 

Das Profil der zellularen Fettsauren ist typisch ftir die 
10 Gruppe I der Pseudomonaden 

Die Analyse eines 47 6 bp langen Abschnitts der 16S rKNA 
ergab eine 100%-ige Ubereinstimmung mit der Sequenz von 
Pseudomonas put Ida 

15 

Unter Beriicksichtigung aller Daten konnte MA113 als 
Pseudomonas putida identif iziert werden. 



Beispiel 3 

2 0 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 

Die Zellen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben angezogen, 
durch Zentrifugation vom Kultur medium abgetrennt unci im 
Standardpuf f er (50 mM Kaliuinphosphatpuf f er pH 7,5) 
resuspendiert . 50 pi dieser Zellsuspension wurden zu 700 ]il 

2 5 des Standardpuf fers gegeben und zum Starten der Reaktion 

mit 2 50 ul einer 2 00 mM Losung des Nitrils in 
Standardpuf fer versetzt . Die Konzentration der Zellen in 
der Zellsuspension war hierbei so bemessen, daiS das Nitril 
nach 10 min bei 2 0°C zu 5-3 0 % umgesetzt war. Nach 10 min 

3 0 bei 2 0°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 0 p.1 

halbkonzentrierter Phosphors aure abgestoppt und die Zellen 
wurden durch Zentrifugation abgetrennt. 
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HPLC-Analytik 


Saule 


Intersil ODS-3V (GL Sciences Inc.) 


Mobile 
Phase 


Gemisch aus 10 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 2,3 
und Acetonitril im Verhaltnis 85:15 fiir 
Methioninnitril, MHA-Nitil und 
Acetoncyanhydrin bzw. 99:1 fiir alle anderen 
Substrate 


Flufirate 


1 ml /min 


Detektion 


UV bei 200 nm 



Die Aktivitat von einem U ist definiert als die Menge an 
Enzym, die 1 pmol Methacrylnitril in einer Minute zum Araid 
umsetzt. Entstand neben dem Amid auch die Saure, wurde ein 
5 U definiert als die Menge an Enzym, die 1 p.mol 

Methacrylnitril in einer Minute zu Amid und Saure umsetzt. 

In Abb il dung 1 und in Abbildung 2 werden die relative 
Aktivitaten der Stamme MA32 und MAI 13 dargestellt. 

Beispiel 4 

10 EinfluS von Cyanid auf die Aktivitat der Nitrilhydratase 

50 ]xl einer analog zu Beispiel 3- hergestellten 
Zellsuspension wurden zu 700 ill des Standardpuf f ers 
gegeben, der 0; 21,4; 53,6 und 107,1 mM Kaliumcyanid 
enthielt (Endkonzentration 0, 20, 50, 100 mM Cyanid. Zum 

15 starten der Reaktion wurden 2 00 pi einer 2 00 mM Losung des 
Nitrils im Standardpuf fer zugesetzt, der jeweils die selbe 
Cyanidkonzentration aufwies wie die ubrige Reaktions losung. 
Die Konzentration der Zellen in der Zellsuspension war 
hierbei so bemessen, daE das Nitril im Ansatz ohne Cyanid 

20 nach 10 min bei 20°C zu 16 % umgesetzt war. Nach 10 min bei 
20°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 0 pi 
halbkonzentrierter Phosphorsaure abgestoppt und der Umsatz 
wurde analog zu Beispiel 2 bestimmt. 
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In Abbildung 3 und in Abbildung 4 werden die relativen 
Aktivitaten fur die Umsetzung von Methacrylnitril in 
Abhangigkeit von der Cyanidkonzentration wiedergegeben. 

Beispiel 5 

5 Umsetzung von Acetoncyanhydrin mit Pseudomonas marginal is 
MA32 Ruhezellen 

Pseudomonas marginalis MA32 Zellen wurden wie in Beispiel 1 
beschrieben angezogen und abzentrif ugiert . Eine solche 
Menge der Zellen, die 1,16 g Biotrockenmasse enthielt, 

10 wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuf fer pH 8,0 auf ein 
Endvo lumen von 50 ml verdiinnt . Zusatzlich wurden dem 
Reaktionsgemisch 0,02 mM 2 -Methyl -1-propanboronsaure 
zugesetzt. Frisch destilliertes Acetoncyanhydrin wurde bei 
4°C unter heftigem Ruhren kontinuierlich mit einer solchen 

15 Rate zugegeben, daS die Konzentration wahrend der Reaktion 
5 g/L, zu keinem Zeitpunkt uberschritt. Der pH wurde 
konstant bei 7,5 gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde 
mittels HPLC wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef uhrt . 
Nach 140 min waren 10,0 g des Nitrils vollstandig zu 10,7 g 

2 0 Amid und 1,4 g Saure umgesetzt worden. 

In Abbildung 5 wird der mit dem Stamm MA113 erzielte 
zeitliche Reaktionsablauf dargestellt. 

Beispiel 6 

Umsetzung von rohem MHA-Nitril mit Pseudomonas marginalis 
25 MA32 Ruhezellen 

Pseudomonas marginalis MA32 Zellen wurden wie in Beispiel 1 
beschrieben angezogen und abzentrif ugiert . Eine solche 
Menge der Zellen, die 0,34 g Biotrockenmasse enthielt, 
wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 8 , 0 auf ein 

3 0 Endvolumen von 7 0 ml verdiinnt . Zusatzlich wurden dem 

Reaktionsgemisch 0,02 mM 2 -Methyl -1-propanboronsaure 
zugesetzt. Das rohe MHA-Nitril wurde bei 4°C unter heftigem 
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Ruhren kontinuierlich mit einer sdlchen Rate zugegeben, daS . 
die Konzentration wahrend der Reaktion 10 g/L zu keinem 
Zeitpunkt uberschritt. Der pH wurde konstant bei 8,0 
gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde mittels HPLC wie in 
5 Beispiel 2 beschrieben durchgef uhrt . Nach 510 min waren 

10,05 g des Nitrils vollstandig zu 11,13 g Amid und 0,31 g 
Saure umgesetzt worden. Das entspricht einer 
Endkonzentration von 139 g Amid pro Liter. 

Das MHA-Nitril war direkt aus 3 -Methyl thiopropionaldehyd 
10 und einem leichten Uberschuss an Blausaure hergestellt 
worden. Eine 5 0 mM Losung dieses MHA-Nitrils in Wasser 
enthielt 0,5 mM Cyanid (Spektroquant®, Merck) . 

In Abb il dung 6 wird der mit dem Stamm MA32 erzielte 
zeitliche Reaktionsablauf dargestellt. 

15 Beispiel 7 

Klonierung des Nitrilhydratase-Gen-clusters aus Pseudomonas 
marginalis MA 32 und Konstruktion eines Expressionsvektors 

Der Gen-Cluster der Nitrilhydratase en thai tend eine a- 
Untereinheit, (3-Untereinheit und einem Nitrilhydratase- 
2 0 Aktivatorprotein, dessen Co-Expression fur die Aktivitat 
der Nitrilhydratase essentiell ist (Nojiri et al . , 1999, 
Journal of Biochemistry, 125:696-704), wurde mit den 
Primern IF und 1R per PCR amplif iziert , die Schnittstellen 
fur die Restriktionsenzyme Ndel und Hindi 1 1 einfiigten. Das 

2 5 so erhaltene PCR-Produkt wurde in einen mit Ndel und 

Hindi 1 1 geschnittene Vekor ligiert, bei dem die eingefiigten 
Gene unter der Kontrolle des Rhamnose- Promo tors stehen. Der . 
so entstandene Expressionsvektor heiSt pKE31. 

Die Restriktionskarte findet sich in Abbildung 7, die 

3 0 Sequenz unter SEQ ID NO : 1 . 

Das Expressionsplasmid wurde in den Stamm E. coli DSM 14459 
trans formiert, der bei der Deutschen Sammlung von 
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Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) am 22.08.2001 
hinterlegt worden ist. 



Primer : 



IF 


5' 


-CTC 


CAC 


CAT 


ATG 


AGT 


ACA 


GCT 


ACT 


TCA 


ACG -3 ' 


1R 


5' 


-CTT 


CAT 


AAG 


CTT 


CTA 


TCT 


CGG 


ATC 


AAA 


TGG-3 ' 



5 IF: SEQ ID NO: 11 
1R: SEQ ID NO: 12 

Die Gene befinden sich auf den Abschnitten von SEQ ID NO:l: 

Gen der a-Untereinheit : nt 25-609 

Gen der |3-Untereinheit : nt 650-1312 

10 Gen des Aktivatorproteins : nt 1309-2577 

Beispiel 8 

Klonierung des Nitrilhydratase-Gen-clusters aus Pseudomonas 
putida MAI 13 

Der Gen-Cluster der Nitrilhydratase bestehend aus a- 
15 Untereinheit, P~Untereinheit und einem Nitrilhydratase- 
Aktivatorprotein, dessen Co-Expression fur die Aktivitat 
der Nitrilhydratase essentiell ist (Nojiri et al . , 1999, 
Journal of Biochemistry, 125:696-704), wurde mit den 
Primern IF und 1R per PCR amplif iziert . 

2 0 Die Sequenz findet sich unter SEQ ID NO: 6. 



Primer: 



2F 


5' 


-ATG 


ACG 


GCA 


ACT 


TCA 


ACC 


CCT GGT G-3 ' 


2R 


5' 


-TCA 


GCT 


CCT 


GTC 


GGC 


AGT 


CG-3 ' 
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2F:SEQ ID NO : 13 
2R:SEQ ID NO: 14 

Die Gene befinden sich auf den Abschnitten von SEQ ID NO: 5: 

Gen der a-Untereinheit : nt 1-582 

5 Gen der (3-Untereinheit : nt 624-12 8 6 

Gen des Aktivatorproteins : nt 1283-2360 

Beispiel 9 

Heterologe Expression der Nitrilhydratasen aus Pseudomonas 
marginalis MA 32 in E. coli DSM 14459 

10 E . coli DSM 14459 wurde im Zusammenhang mit der DE 101 55 
92 8 hinterlegt. 

Die mit pKE31 trans formier ten Zellen wurden in LB-Medium 
(LB Bouillon nach Miller, VWR) , das 2 mM Eisen (III) -Citrat 
und 100 y.g/ml Ampicillin enthielt, unter Schutteln bei 37 °C 

15 angezogen. Nach 12 - 16 Stunden wurde eine solche Menge der 
i Vorkultur in eine Hauptkultur uberimpft, dass diese eine 
OD600 von 0,1 aufwies. Das Kultur medium der Hauptkultur 
entsprach dem der Vorkultur, enthielt aber zusatzlich 2 g/L 
L-Rhamnose. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 22 stiindiger 

2 0 Kultivierung bei 3 0°C. 

Beispiel 10 

Bestimmung der enzymatischen Aktivitaten 

Die Anzucht der Zellen und die Bestimmung der Aktivitat 
wurden wie in Beispiel 9 und Beispiel 3 beschrieben 
2 5 durchgef lihrt . 

Die mit dem Plasmid pKE31 trans formierten Zellen des Stamms 
E. coli DSM 14459 wiesen eine spezifische '"Aktivitat von 17 
U/mg BTM auf. 
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Beispiel 11 

Bestimmung der enzymatischen Aktivitaten in Gegenwart von 
100 mM Kaliumcyanid 

Die Anzucht der Zellen und die Bestimmung der Aktivitaten 
5 in Gegenwart von 100 mM Kaliumcyanid wurden wie in Beispiel 
9 und Beispiel 4 beschrieben durchgef uhrt . 



Die mit dem Plasmid pKE31 trans formier ten Zellen des Stamms 
E. coli DSM 14459 wiesen eine spezifische Aktivitat von 11 
U/mg BTM auf . 
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BUDAFESTER VER'fRAG XJSEfc DIE IOTERNATXONAUB 
ANERKENNUNO DER HXNTEKLEOUNG VON MlKKOOROANrSMHN 
FOR PIE 2WECKE VON PATENTVEH^AHREN 



INTERNATIONALES FORMHLATT 



Degussa AG 

Projekthaus Biotechnologie 
Hodenbacber Chaussee 
63457 Hsoiau 


EMPMNGSBESTATJOUNG BH2 ERSTHINTERIJEOUNG, 
wmpeKfellL eomifi Rcfcfil 7.1 von fer urnen angegebenott 
/NTEHNfATIONALEN HIN72RLSGUNGSSTELLB 


t. KENNZEICTKNUNG OES MTCROORCAWSMUS 


Vom HTNTERLEGER zujjctaUtca Bozufisziicheni 

(delcarhaB) 


Van <J«r INTCRNATIONALEN HINTBRLEGUNGSJfTKl-LE 
zufctultc KNGANGSNUMM6R; 

DSM 14459 ' 


H. WISSENSCKAFTttCHE BESCHRBffiUNG UND/QDER VORGESCHU 


VGENE TAXONOMISCHE B£2£ICHNUNG 


MiT dem «Ww t. bczeichnatnn MikMoiganamttt wvrde 




( } cine wiascn»Ch*michfi Beschrcibung 

(X ) olnc vor£osc)ii»scnc taxonomisclie Bezcichnung 




cinccreioftt 

(ZutreCtendea nntereuzen). 




IU. BINCANG UND ANNAHZWIE 


Due* iniwnarionale Kinicrlcgungwrlle nimiTK (ten vntcr I bcccichncCA Mikroorgintstnirt an, dcr bci ihr wn 2001-06-22 (Datum dcr 
Erathintcrlceuns)' clngogangcn isL 


IV. EtNGANG DBS ANTRAG5 AUF UMWANDtOKG 


Dor uaicr I bezeteJmcfc M«kroorgt&lsnws 1st bcl dkscr Imcmationalcn Hmteriejunactttclic nm ciq&cgnngcn (Ddum dcr Erci- 
hintwlceung) und pin Aitfrag cuf Xlmwandlung dioscr EBlhlmeffegung in cm HinfEricgung gemofi Budapencr Vertrag is! nm 
cin^ccnnf.en (Datum to Einewigs dvs An\xu& uuf Omwnndlunt). 


V. INTERNATIONALE M3WTERLBGWGSSraLtE 


N«roo! • DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAK1SMEN ONP ZELLKULTXJWSN OmbH 

Ajruchrifc MMOtxorotfee Wcg lb 
LXJBL24 BnuiA!»chwclg 


Unrc«chrift(«r») dcr zur Veruowne d*r iRtonmiionalcn Hmtcrtofiungssteltc 
bdtogten J^rsoufcn) ode* do: (dcr) von ihr cmuchtigtcii Bcdiflnstcicn: 

D&xum: 20 01-08-24 



1 J»a!Jr Rcgct 6.4 Buchsiaba d nutriftt, 1st dtes dcr Zcitpunkt, 7JU dem dcr Status omer mtcrnaiicmnlcu HinwrlflCVinsMtalle crworber, Srvoftf en to. 



Fonnblati DSMZ-BPA* (cmrfco Sota) 0196 
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AOTWCENNUNC DEK HINTERU3GWG VON MOKROORQANISMBN 
FOR DJGE ZWECXE VON PATEN TVERKAHREN 



INTERNATIONALES POKMBtATT 



IDeguesa AG 

Pro j ekthaus Biotechnologie 
Rodenbachcr Chauasee 
63457 Hanau 



LmNSFAfnOKETTSBfiSCHEMGUNG 

miigasMfflt grmftfl Reset 10.2 von def urtWtl nngegebenen 

XhJTBRNA'nONrAtEN HXKTURLEGUNGSSTELtB 



I, HINTERLEGEK. 


rr. KENNaaCRNUKG PES MiKROORCAJflSMUS 


Nome: Degussa AG 

Projekchaus Biotechnologie 
Aiwchnft; Rodenbachcr Chaueeee 

63457 Hanau 


VondarlKCEKNATlONAlJSN Hft^TEIULEGUNGSSTfetLE 

DSN 14459 

Datum der Kincerlcgimg oder Wcitoricimng 1 : 
2001-06-22 



in. lJ5HENSrAffiGK£lTSBES09H>nGUNa 



Die UbcTisfthi gkoil des unior n gcnnruuon Mikcoox^uiismtta \5Ktxn 2001-08-22' %tprittt worden, 
Zu dicscm ZcHpviakX war dcr Mikroorgwaismua 

(XX 1 Irbcnsfchis 

( nicht motor 1eboncfi04& 



A/. BEDINQUNOEN, UNTER DENEN DJE IJEBENSFAHIGKETrSfilOftJNC DURCHGEFCHRT WORDEN JST* 



V. IHTEWATIONALE HlNTgRLEOUNGSSTElXE 



Nome? 



DSM&XJEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKltOOROANZSMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 



Ansuhnfc Mnschcnjdcr Wog lb 
t) -as 124 »raun5chwcig 



Urocnscliritt<cn) dcr *ur Vtiureiung dcr inicmaiiou»3.on Hintcilcgungssicth 
bcfugicn Pcrsonfcn) odcr des (dcr) vnn ihr cnrUtchiigten Bcditriswtcn; 



D*wm: 2001-08-24 



Angwbe des Daiuros dcr Ersthhccricgung. Wfiiw cine inwurc JrllMcrJceiMg odcr cine WciicricJtunc wrgcnoijuncn wo/den in, Anc*no Dnwim 
dor Jowalls Ictzttm orocuten Wnterkgung odcr Weittdeihmg. 

In den in Rogcl 10,2 Bucntfnt* d ZflflTof if und iii vor|»$9ticucn Fallen Angnbc dof fasten Lobon^iUilgKeiisprUfttng. 
Zucccficndcs ankrcu2cn. 

AusttlUcn. wenn die Angibcn bcmwigi worden sind Wld Win die Er$c*ni*sc dor Pf iifonfc nc£&lfv v^rcn. 
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE ALTERNATION A 
^inERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORl 
FUR DIE ZWECKE VON P ATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



PCT/EP2005/002689; 



mm 



Deutsche Sammlung von 
Mikroorganisrnen und 
Zelikulturen GmbH 



Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 
63457 Hanau 



empfangsbestAtigung bei ersthinterlegung, 

ausgestellt gemaB Regel 7.1 von derunten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

MA32 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 

zugeteilte EINGANGSNUMMER: | 

DSM 16275 


H. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem unter L bezeichneten Mikroorganismus wurde 




( ) eine wissenschaftliche Beschreibung 

( x ) eine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 




eingereicht. 

(Zutreffendes ankreuzen). 




ffl. EINGANG UND ANNAHME 


1 Diese internationals Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an; der bei ihr am 2004-03-04 (Datum der Erst- 
hinterlegung) 1 eingegangen ist. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gemaB Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MUCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der ziir Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Datum; 2004-03-09 


1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutriffi, ist dies der Zeitpunkt, zu dem de??.atus einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist.. 
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PCT/EP2005/002689? 



Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 
63457 Hanau 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


n. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 

Anschrift: 

63457 Hanau 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16275 

Datum der Hinteriegung oder Weilerleitung 1 : 

2004-03-04 



m. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lebensfahigkeit des unter H genannten Mikroorganismus ist am 2004-03-08 2 gepriift worden. 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 



( x ) 3 lebensfahig 

(. ) 3 nicht mehr lebensfahig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DEE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 4 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift : M ascheroder Weg 1 b 

D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 



Datum: 2004-03-09 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine erneute Hinteriegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums der 

ieweils letzten emeuten Hinteriegung oder Weiterleitung. • •« n 

In den in Regel 10,2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Leb ens fan igkeitspru rung. 

Zutreffendes ankreuzen. ' 

Ausfulien, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Pruning negativ waren. 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



TCT/EP2005/002689S 
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Deutsche Sammlung von 
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Zellkulturen GmbH 



Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 
63457 Hatiau 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemafl Regel 7. 1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

MAI 13 


" Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16276 


' a WIS SENS CHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem unter I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 




( ) eine wissenschaftliche Beschreibung 

( X ) eine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 




eingereicht. 

(Zutreffendes ankreuzen). 




HI. EINGANG UND ANN AH ME . 


Diese intemationale Hinterlegungsstelle niramt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bei ihr am 2004-03-04 ' (Datum der Erst- 
hinterlegung) 1 eingegangen ist. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinterlegung) und ein Antrag auf Urn wand lung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gemafl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrifl(en) der zur Verrretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr errnachtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 


Datum: 2004-03-09 


' Falls Regel 6.4 Buchstabe d zulrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dem aer Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist. 
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BUDAPESTER VERTRAG ttBER DIE INTERNATjpNAj 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



PCT/EP2005/002689 i 



Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 
63457 Hanau 



LEBENSFAHIGKE1TSB BSCHEINIGUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


H. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 
Rodenbacher Chaussee 4 

Anschrift: 

63457 Hanau 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 16276 

Datum der Hinierlegung oder Weiterleitung 1 : 

2004-03-04 



m. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lebensfahigkeit des unter II genannten Mikroorganismus ist am 2004-03 -0 8 2 gepriift worden. 

Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 

(x) 3 lebensfahig 

( ) 3 nicht mehr lebensfahig 



IV. BEDHNGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 4 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 

Datum: 2004-03-09 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine erneute Hinterlegung oder erne Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums der 

jeweils letzten erneuten Hinterlegung oder Weiterleitung. • . . 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfahigkeitsprurung. 

Zutreffendes ankreuzen. 

Ausfullen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifung negativ waren. 
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0-1 

0-1-1 


Formular PCT/RO/134 (SAFE) 
Angaben zu einem hinterlegten 
Mikroorganismus und/oder anderem 
hinterlegten biologischen Material 

erstellt mit 


PCT-SAFE [EASY mode] 

Version 3.50 (Build 0002.169) 


0-2 


Internationales Aktenzeichen 




0-3 


Aktenzeichen des Anmelders oder 
Anwalts 


040061 BT 




1 

1-1 
1-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
Oder anderes biologisches Material, 
der/das in der Beschreibung genannt 
ist 

Seite 
Zeile 


30-31 


1-3 

1-3-1 

1-3-2 

1-3-3 
1-3-4 


Angaben betr. Hinterlegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinterlegung 
Eingangsnummer 


DSMZ DSMZ- Deutsche Sammlung von Mikroor- 

ganismen und Zellkulturen GmbH 

Mascheroder Wecr lb, D- 38124 

Br aun s chwe i g g Germany 

22. August 2001 (22.08.2001) 

DSMZ 14459 


1-5 


Bestimmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestimmungsstaaten 


2 

2-1 
2-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
oder anderes biologisches Material, 
der/das in der Beschreibung genannt 
ist 

Seite 
Zeile 


32-33 


2-3 
2-3-1 

2-3-2 

2-3-3 
2-3-4 


Angaben betr. Hinterlegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinterlegung 
Eingangsnummer 


DSMZ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor- 

ganismen und Zellkulturen GmbH 

Mascheroder Weg lb, D-38124 

Braunschweig, Germany 

04. Marz 2004 (04.03.2004) 

DSMZ 16275 


2-5 


Bestimmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestimmungsstaaten 
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3 

3-1 
3-2 


Die nachstehenden Angaben 
betreffen den Mikroorganismus und/ 
oder anderes biologisches Material, 
der/das in der Beschreibung genannt 
ist 

Seite 
Zeile 




3-3 

3-3-1 

3-3-2 

3-3-3 
3-3-4 


Angaben betr. Hinterlegung 

Name der Hinterlegungsstelle 

Anschrift der Hinterlegungsstelle 

Datum der Hinterlegung 
Eingangsnummer 


DSMZ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen GmbH 

Mas cher oder Weg lb, D- 3 8124 
Braunschweig, Germany 
04. Marz 2004 (04.03.2004) 
DSMZ 16276 


3-5 


Bestimmungsstaaten, fur die 
besondere Angaben gemacht werden 


alle Bestimmungsstaaten 


VOM ANMELDEAMT AUSZUFULLEN 


0-4 


Dieses Formular ist mit der interna- 
tionalen Anmeldung eingegangen 

Ga oder nein) 


j~ 


0-4-1 


Bevollmachtigter Bediensteter 




VOM INTERNATIONALEN BURO AUSZUFULLEN 


0-5 


Dieses Formuiar ist an folgendem 
Datum beim internationalen Buro 
eingegangen 




0-5-1 


Bevollmachtigter Bediensteter 
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Patentanspriiche 

1. Isolierte Polynukleotide, die fur Polypeptide mit den 
Amino saures equenzen kodieren, die zu 90 bis 100 % 

5 identisch sind mit den in den Sequenzen SEQ ID NO:2, 3 

und 5 oder 7, 8 und 10 enthaltenden 
Amino saures equenzen . 

2. Polynukleotide gemass Anspruch 1, ausgewah.lt aus der 
Gruppe : 

10 a) Polynukleotide, enthaltend die Nukleotidsequenzen 

SEQ ID NO:l, 4, 6, 9 oder dazu komplementare 
Nukl eo t i ds equenzen , 

b) Polynukleotide enthaltend Nukleotidsequenzen, die 
den Sequenzen aus a) im Rahmen der Degeneriertheit 

15 des genetischen Codes entsprechen, 

c) Polynukleotide enthaltend Nukleotidsequenzen 
gemass a) , die funktionsneutrale Sinnmutationen 
enthalten, 

d) Polynukleotide, die mit den komp 1 ementaren 

2 0 Sequenzen aus a) unter stringenten Bedingungen 

hybridisieren, wobei unter stringenten Bedingungen 
das Waschen in 5XSSC bei einer Temperatur von 5 0 
bis 65°C verstanden wird, 

wobei die Polynukleotide fur eine cyanidtolerante 
25 Nitrilhydratase kodieren. 

3. Polypeptide, enthaltend Aminsaures equenzen, die zu 90 
bis 100 % identisch sind mit den Sequenzen mit den 
Sequenzen SEQ ID N0:2, 3 und 5 oder 7, 8 und 10. 

4. Polypetide mit der Aktivitat von cyanidtoleranten 

30 Nitrilhydratasen gemafi Anspruch 3, deren Restaktivitat 



WO 2005/090394 



39 



PCT/EP2005/002689 



nach der Umsetzung von Methacrylnitril in Gegenwart 
von 2 0 mM (mM=mmol/l) Cyanidionen bei 2 0°C nach 3 0 
min. mindestens 9 0 % der Restaktivitat desselben 
Enzyms betragt, wenn diese unter ansonsten denselben 
5 Bedingungen in Abwesenheit von Cyanidionen fur die 

Umsetzung eingestuft wurde. 

5. Sonde oder Primer, en thai tend mindestens 2 0 

auf einanderf olgende Nukleotide aus den Sequenzen 
SEQ ID NO:l, 4, 6, 9. 

10 6. Vektoren, enhaltend ein Polynukleotid, ausgewahlt aus 
den gemass den Anspriichen 1 oder 2 . 

7. Wirtszelle, transf ormiert oder transf ektiert durch die 
Einfuhrung eines Polynukleotids gemass einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 oder 2 . 

15 8. Wirtszelle, transf ormiert durch die Einfuhrung eines 
Vektors gemass Anspruch 6. 

9 . Verf ahren zur enzymatischen Herstellung von Ami den aus 
Nitrilen, das f olgende Schritte aufweist: 

a) Umsetzung einer Nitrilgruppen enthaltenden 
2 0 Verbindung mit einem mikrobiellen Enzym 

(Polypeptid) , das Nitrilhydratase-Aktivitat 
aufweist und 

b) Abtrennung des gebildeten Amids 

wobei man fur die Umsetzung des Nitrils zum Amid eine 

2 5 cyanidtolerante Nitrilhydratase gemaS den Anspriichen 3 

oder 4 einsetzt. 

10. Verf ahren gemaS Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
dass man das genannte Enzym produzierende und 
enthaltende Mikroorganismen gemass den Anspriichen 7 

3 0 oder 8 oder deren Lysat einsetzt. 
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11. 
12 . 
5 13 . 

14. 

10 

15. 
15 16 . 

20 



Verfahren gemafe Anspruch 10, dadurch gekennzeich.net, 
dass man ruhende Zelle des Mikr oor gani smus einsetzt. 

Verfahren gemafe Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine gereinigte Nitrilhydratase einsetzt. 

Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym aus 
Mikr oor gani smen der Gattung Pseudomonas stammt. 

Verfahren gemaS Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Enzym aus eingesetzten Mikr oorgani smen der 
Species Pseudonomas putida oder Pseudonomas marginalis 
stammt . 

Verfahren gemaS Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die eingesetzten Mikroorganismen unter den 
Nummern DSM 16275 und DSM 16276 hinterlegt sind. 

Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspriiche 9 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formel 



in der bedeuten: 

X: OH, H, Alkyl, NH 2 ; 

R: H, gesattigter Alky lares t mit 1 bis 12 C- At omen, 
verzweigt oder unverzweigt, gegebenenf alls NH 2 - 
substituiert , 

ungesattigte Alkylreste mit einer Doppelbindung 
und 1 bis 12 C- At omen, verzweigt oder 




R XX -CN 



(ID 
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unverzweigt, Cycloalkylgruppen mit 3 bis 6 C- 
Atomen, 

mit Alkylthiogruppen substituierte 
Alkyl enreste, wobei Alkyl hier einem Ci bis C 3 - 
5 Rest 

und Alkylen einem zweiwertigen C 3 bis C 8 -Rest 
entspricht , 
R x : H, Alkyl mit 1 bis 3 C- At omen, 

R* : ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 
10 bis 12 C- At omen, gegebenenf alls mit einer oder 

zwei Alkylgruppen (Ci - C 3 ) , Cl, Br, F. 

Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Ami den umsetzt. 

17. Verfahren gemaK Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
15 dass man eine Verbindung der allgemeinen Formel(I) in 

Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt . 

18. Verfahren gemaS Anspruch 17, dadurch- gekennzeichnet, 
dass man die Umsetzung in Gegenwart einer 

2 0 Anfangskonzentration von mehr als 0,5 mol% Cyanid bis 

3 mol% Cyanid, bezogen auf das eingesetzte Nitril, 
durchf uhrt . 

19 . Verfahren gemafe einem oder mehr er en der Ansprtiche 9 

bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 
25 Amino-4-methylthiobutyronitril einsetzt . 

20. Verfahren gema£ einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 
Hydroxy- 4 -methyl thiobutyronitril einsetzt , 
gegebenenf alls enthalten in der Reaktionsmischung aus 

30 der Herstellung dieses Nitrils. 

21. Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 2- 
Hydroxy-2~methylpropionitril einsetzt. 
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22. Verfahren gemass den Anspruchen 9 bis 21, dadurch 

gekennzeichnet , dass man das Amid bzw. die das Amid 
enthaltende Losung von den Zellen der Biomasse trennt 
und das Amid zu der entsprechenden Saure verseift. 

5 23. Verfahren gemass den Anspruchen 9 bis 21, dadurch 

gekennzeichnet, dass man das Amid bzw. die das Amid 
enthaltende Losung von den Zellen der Biomasse trennt 
und das Amid mit Alkali- oder 
Erdalkalimetallhydroxiden zu den Salzen der 
10 entsprechenden Carbons aur en verseift. 

24. Verfahren gemsass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass man MHA-Amid mit Calziumhydroxid verseift und das 
Calziumsalz gewinnt. 

25. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 9 bis 
15 24, wobei man 

a) Mikroorganismen der Gattung Pseudonomas 
fermentiert, in denen man isolierte 
Polynukleotide, die fur Polypeptide mit den 
Amino s aur es equenz en kodieren, die zu 9 0 bis 100 % 

2 0 identisch sind mit den in den Sequenzen mit den 

Seguenzen SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 10 
enthaltenden Aminosauresequenzen, wobei die 
Polypeptide die Aktivitat einer cyanidtoleranten 
Nitrilhydratase besitzen, verstarkt, insbesondere 
25 rekombinant uberexprimiert , 

b) aus dies en Mikroorganismen das rekombinant 
erzeugte Enzym mit Nitrilhydrataseaktivitat 
gegebenenefalls isoliert oder eine dieses Enzym 
enthaltende Proteinf raktion herstellt, und 

3 0 c) die Mikroorganismen gemass a) oder das Enzym oder 

die dieses enthaltende Fraktion gemass b) in ein 
Medium uberfuhrt, das eine Nitrilgruppen-haltige 
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Verbindung der allgemeinen Formeln (I) oder (II) 
en thai t - 

26. Verfahren gemass einem oder mehreren der Anspruche 9 
bis 24 , wobei man Wirtszellen gemass den Anspriichen 7 
oder 8 einsetzt. 

27. Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, hinterlegt 
unter den Nummern DSM 16275 und DSM 16276. 

28. Cyanidtolerante Nitrilhydratasen, isoliert aus den 
Stammen der Gattung Pseudonomas, hinterlegt unter den 
Nummern DSM 16275 und DSM 16276. 
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Abbildung 2 
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Abbildung 4 
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Abbildung 5 
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Abbildung 6 
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Abbildung 7 
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1 



10 



SEQUENCE LISTING 
<110> Degussa AG 

<12 0> Cyanidtolerante Nitrilhydratasen. 
<130> 040061 
<160> 14 

<170> Patentln version 3.3 



<210> 1 

<211> 6828 

15 <212> DNA 

<213> Pseudomonas marginal is 



20 



25 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(25) . . (609) 

Gen der Kodierregion der alpha -Unt ere inhe it 



CDS 

(650) . . (1312) 

Gen der Kodierregion der beta-Unterinheit 



30 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



gene 

(1309) . . (2577) 
Gen des Aktivatorproteins 



<400> 1 

3 5 aattcttaag aaggagatat acat atg agt aca get act tea acg ccc ggc 

Met Ser Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly 
1 5 



51 



40 



45 



50 



55 



60 



gaa aga gec tgg gca ttg ttt caa gtc etc aag age aag gaa etc ate 99 

Glu Arg Ala Trp Ala Leu Phe Gin Val Leu Lys Ser Lys Glu Leu lie 
10 15 20 25 

ccg gag ggc tat gtc gag cag etc acg caa ttg atg gag cac ggc tgg 147 

Pro Glu Gly Tyr Val Glu Gin Leu Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp 
30 35 40 

age ccc gag aac ggc gee cgt gtg gtg gee aag gcg tgg gtc gat ccg 195 

Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg Val Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro 

45 50 ' 55 

cag ttc egg gca ctg ttg etc aag gac ggc ace gcg gee tgc gee cag 243 

Gin Phe Arg Ala Leu Leu Leu Lys Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin 

60 65 70 

ttc ggc tac ace ggc ccc cag ggc gaa tac ate gtt gee ctg gag gat 291 

Phe Gly Tyr Thr Gly Pro Gin Gly Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp 
75 80 m B\ 

acg ccg acg ctg aag aac gtg att gtc tgc age ctg. tgc tec tgc ace 339 

Thr Pro Thr Leu Lys Asn Val He Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr 
90 95 100 105 
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aac tgg ccg gtc etc ggc ctg cca ccg gag tgg tac aag ggt ttc gag 387 
Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu 
110 115, 120 

5 ttc cgc gca cgc ctg gtc egg gag ggg cgc acg gta ctg cgc gag ctg 435 
Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu 
125 130 135 

ggg acg gag ttg ccc egg gac atg gtg gtc aag gtc tgg gac acc age 483 
0 Gly Thr Glu Leu Pro Arg Asp Met Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser 
140 145 150 

gee gaa age cgc tac ctg gtg ctg ccg gtc agg ccg gaa ggc tea gaa 531 
Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu Pro Val Arg Pro Glu Gly Ser Glu 
5 155 160 165 

cac atg age gaa gag cag ctt caa gcg ctg gtg acc aaa gac gtg ctg 579 
His Met Ser Glu Glu Gin Leu Gin Ala Leu Val Thr Lys Asp Val Leu 
170 175 180 185 

0 

ate ggc gtc gee ctg ccc cgc gtg ggc tga gaacaacacc teatcategt 629 
lie Gly Val Ala Leu Pro Arg Val Gly 
190 

5 tcactcccgg agttttgatt atg gat ggc ttt cac gat etc ggc ggt ttc caa 682 

Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin 
195 200 205 

ggc ttt gga aaa gtc cct cac acc ate aac age ctg age tac aaa cag 73 0 

0 Gly Phe Gly Lys Val Pro His Thr lie Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin 

210 215 220 

gtg ttc aag cag gac tgg gag cat ctg gee tac age ttg atg ttc ate 778 
Val Phe Lys Gin Asp Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe lie 
5 225 230 235 

ggt gee gac cac ttg aaa aag ttc age gtg gac gaa gtg cgt cac gee 82 6 

Gly Ala Asp His Leu Lys Lys Phe Ser Val Asp Glu Val Arg His Ala 
240 245 250 

0 

gtc gaa cgc ctg gat gtg cgc cag cat gtc ggc acc cag tac tac gaa 874 

Val Glu Arg Leu Asp Val Arg Gin His Val Gly Thr Gin Tyr Tyr Glu 
255 260 265 

5 cgc tac gtc ate gcg acc gee acc ctg ctg gtc gaa acc ggc gtg ate 922 
Arg Tyr Val lie Ala Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He 
270 275 280 . 285 

acc cag gcg gag ctt gat cag gec ttg ggc tec cac ttc aag ctg gcg 970 
0 Thr Gin Ala Glu Leu Asp Gin Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala 

290 295 300 

aat ccc gee cat gee gag ggc cgc ccg gcg att acg ggg egg ccg ccc 1018 
Asn Pro Ala His Ala Glu Gly Arg Pro Ala He Thr Gly Arg Pro Pro 
5 305 310 315 

ttc gag gtg ggg gat egg gtg gtg gtg cga gac gaa tat gtg get gga 1066 
Phe Glu Val Gly Asp Arg Val Val Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly 
320 325 330 
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cac ate cgc atg ccc gcc tac gtg cgc ggc aag gaa ggc gtg gtc ctg 1114 

His lie Arg Met Pro Ala Tyr Val Arg Gly Lys Glu Gly Val Val Leu 
335 340 345 

5 

cac cgc acg tea gag aaa tgg ccg ttc ccc gac gca ate ggg cat ggc 1162 

His Arg Thr Ser Glu Lys Trp Pro Phe Pro Asp Ala lie Gly His Gly 

350 355 360 365 

10 gat gta age gca gcc cat caa ccc acc tac cac gtc gag ttc gcc gtg 1210 

Asp Val Ser Ala Ala His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Ala Val 
370 375 380 

aag gac ctg tgg gga gat gcc gcc gat gag ggt ttt gtg gtg gtc gac 1258 

15 Lys Asp Leu Trp Gly Asp Ala Ala Asp Glu Gly Phe Val Val Val Asp 
385 390 395 

ctg ttc gaa age tac ctg gac aag gcc gcc ggc gcg cgc gcg gtg aac 1306 

Leu Phe Glu Ser Tyr Leu Asp Lys Ala Ala Gly Ala Arg Ala Val Asn 
20 400 405 410 

cca tga cagacggcgc ccaggcaagc cgactgccgg tgaeggtect ttegggctte 1362 
Pro 



25 





ctcggcgccg 


gcaagaccac 


cctgctcaac 


cacatcctgc 


geaatcgega 


aggcctgcgc 


1422 






tfert caatcra 


catgagegaa 


gtcaatatcg 


atgecgaaga 


ggtgcagcgc 


1482 


30 


gatgtcgege 


tgcaccgtgg 


tegegatgag 


ctgatcgaga 


tgagcaaegg 


gtgcatctgc 


1542 




tgcaccctgc 


gcgccgattt 


gctcgagcag 


ateagcatge 


tcgcacgcca 


acagegttte 


1602 


35 


gattacctgc 


tgattgaatc 


caeggggate 


tccgagccga 


tgccggtcgc 


ggagacgttc 


1662 


gccttccttg 


aegctgatgg 


cttcagcctc 


agegaactgg 


cgcgcctgga 


caccttggtg 


1722 




acggtggtcg 


atggcagtcg 


tttccaggaa 


ctgctcgaat 


cgccgcacac 


cgttgaccag 


1782 


40 


gatgacgeca 


cgccagacgc 


acccaagcgc 


cacctggccg 


atetgetgat 


cgaacaggtg 


1842 




gagtacgeca 


aegtcattet 


cgtcaataag 


ctggatctga 


tegatgeage 


gcagtatcag 


1902 


45 


geegtgeagg 


cgatcctcac 


aggecttaac 


ccgacggcgc 


ggatcatgee 


gatggcccac 


1962 


ggtaacatcc 


catcagccag 


cctgctcggc 


acccatctgt 


ttgatttacc 


cagcctcgcg 


2022 




gcgtcgccgg 


gctggatgcg 


gaaaatggag 


gcggcagacg 


cgccggcctc 


egagteggae 


2082 


50 


acctatggcg 


tgacgtcctg 


ggtgtaccgt 


gagcgcgcac 


ctttccaccc 


gcaacggttg 


2142 




ctcgactttc 


tccagcagcc 


ctggtgcaac 


gggcggttgc 


tgcgcagcaa 


aggttacttc 


2202 


55 


tggcttgeca 


gccgccacct 


ggaaacegge 


ctgctggtgc 


aaagcggcaa 


gcggttccag 


2262 


tgggactatg 


tegggegctg 


gtggaacttc 


ategagcegt 


cgcaatggcc 


ccgggacgaa 


2322 




taccggctgc 


agggcatcag 


ggccaaatgg 


gacagcgtgg 


teggegactg 


ceggcaggag 


2382 


60 


ttggtgttta 


teggecaggg 


cctcgacacc 


gaegegttae 


agegegaget 


cgaccactgc 


2442 




ctgctgagcg 


cccaggaaat 


cgccgccggc 


ccactggcct 


ggcaageget 


gecaggggeg 


2502 
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accgcctttg accgacagac ccttgcccgc 
tttgatccga gatagaagct tctgttttgg 

5 

gattaaatca gaacgcagaa gcggtctgat 
ggtggtccca cctgacccca tgccgaactc 
10 tgtggggtct ccccatgcga gagtagggaa 
agtcgaaaga ctgggccttt cgttttatct 
ggacaaatcc gccgggagcg gatttgaacg 

15 

caggacgccc gccataaact gccaggcatc 
gcctttttgc gtttctacaa actcttttgt 
20 ccgctcatga gacaataacc ctgataaatg 
agtattcaac atttccgtgt cgcccttatt 
tttgctcacc cagaaacgct ggtgaaagta 

25 

gtgggttaca tcgaactgga tctcaacagc 
gaacgttttc caatgatgag cacttttaaa 
3 0 gttgacgccg ggcaagagca actcggtcgc 
gagtactcac cagtcacaga aaagcatctt 
agtgctgcca taaccatgag tgataacact 

35 

ggaccgaagg agctaaccgc ttttttgcac 
cgttgggaac cggagctgaa tgaagccata 
40 gtagcaatgg caacaacgtt gcgcaaacta 
cggcaacaat taatagactg gatggaggcg 
gcccttccgg ctggctggtt tattgctgat 

45 

ggtatcattg cagcactggg gccagatggt 
acggggagtc aggcaactat ggatgaacga 
50 ctgattaagc attggtaact gtcagaccaa 
aaacttcatt tttaatttaa aaggatctag 
aaaatccctt aacgtgagtt ttcgttccac 

55 

ggatcttctt gagatccttt ttttctgcgc 
ccgctaccag cggtggtttg tttgccggat 
60 actggcttca gcagagcgca gataccaaat 
caccacttca agaactctgt agcaccgcct 



cccccacaca 


gcccatggcg 


attgccccca 


2562 


cggatgagag 


aagattttca 


gcctgataca 


2622 


aaaacagaat 


ttgcctggcg 


gcagtagcgc 


2682 


agaagtgaaa 


cgccgtagcg 


ccaatacrtaa 


2742 


ctgccaggca 


tcaaataaaa 


cgaaaggctc 


2802 


gttgtttgtc 


ggtgaacgct 


ctcctgagta 


2862 


ttgcgaagca 


acggcccgga 


crcrcrfc acre qqq 

i} i3 23 ^ 23 id ' — 23 S3 23 


2922 


aaattaagca 


gaaggccafcc 


ctgacggatg 


2982 


ttatttttct 


aaatacattc 


aaatatgtat 


3042 


cttcaataat 


attgaaaaag 


gaagagtatg 


3102 


cccttttttg 


cggcattttg 


ccttcctgtt 


3162 


aaagatgctg 


aagatcagtt 


gggtgcacga 


3222 


ggtaagatcc 


ttgagagttt 


tcgccccgaa 


3282 


gttctgctat 


gtggcgcggt 


attatcccgt 


3342 


cgcatacact 


attctcagaa 


tgacttggtt 


3402 


acggatggca 


tgacagtaag 


agaattatgc 


3462 


gcggccaact 


tactfcctgac 


aacgategga 


3522 


aacatggggg 


atcatgtaac 


tegecttgat 


3582 


ccaaacgacg 


agcgtgacac 


cacgatgcct 


3642 


ttaactggcg 


aactacttac 


tctagcttcc 


3702 


gataaagttg 


caggaccact 


tctgcgctcg 


3762 


aaatctggag 


ccggtgagcg 


tgggtctege 


3822 


aagccctccc 


gtatcgtagt 


tatctacacg 


3882 


aatagacaga 


tcgctgagat 


aggtgectea 


3942 


gtttactcat 


atatacttta 


gattgattta 


4002 


gtgaagatcc 


■ i > t 1 1 

tttttgataa 


tctcatgacc 


a n £r n 


tgagcgtcag 


accccgtaga 


aaagatcaaa 


4122 


gtaatctgct 


gcttgcaaac 


aaaaaaacca 


4182 


caagagctac 


caactctttt 


tccgaaggta 


4242 


actgtccttc 


tagtgtagcc 


gtagttaggc 


4302 


acatacctcg 


ctctgctaat 


cctgttacca 


4362 
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gtggctgctg ccagtggcga taagtcgtgt 
ccggataagg cgcagcggtc gggctgaacg 

5 

cgaacgacct acaccgaacfc gagataccta 
cccgaaggga gaaaggcgga caggtatccg 
10 acgagggagc ttccaggggg aaacgcctgg 
ctctgacttg agcgtcgatt tttgtgatgc 
gccagcaacg cggccttttt acggttcctg 

15 

tttcctgcgt tatcccctga ttctgtggat 
accgctcgcc gcagccgaac gaccgagcgc 

2 0 cgcctgatgc ggtattttct ccttacgcat 

gcactctcag tacaatctgc tctgatgccg 
gctacgtgac tgggtcatgg ctgcgccccg 

25 

acgggcttgt ctgctcccgg catccgctta 
catgtgtcag aggttttcac cgtcatcacc 

3 0 atcagcgtgg tcgtgaagcg attcacagat 

gagtttctcc agaagcgtta atgtctggct 
tttttcctgt ttggtcactt gatgcctccg 

35 

atgataccga tgaaacgaga gaggatgctc 
cggttactgg aacgttgtga gggtaaacaa 
40 aaaatcactc agggtcaatg ccagcgcttc 
agccagcagc atcctgcgat gcagatccgg 
gtttccagac tttacgaaac acggaaaccg 

45 

gacgttttgc agcagcagtc gcttcacgtt 
ccagtaaggc aaccccgcca gcctagccgg 
50 acccgtggcc aggacccaac gctgcccgag 
gacgcgatgg atatgttctg ccaagggttg 
tgattggctc caattcttgg agtggtgaat 

55 

aggtcgaggt ggcccggctc catgcaccgc 
gggcggcgcg cctacaatcc atgccaaccc 
6 0 cgccgtgacg atcagcggtc cagtgatcga 
ttgaagctgt ccctgatggt cgtcatctac 



cttaccgggt 


tggactcaag 


acgatagtta 


4422 


gggggttcgt 


gcacacagcc 


cagcttggag 


4482 


cagcgtgagc 


tatgagaaag 


cgccacgctt 


4542 


gtaagcggca 


gggtcggaac 


aggagagcgc 


4602 


tatctttata 


gtcctgtcgg 


gtttcgccac 


4662 


tcgtcagggg 


ggcggagcct 


atggaaaaac 


4722 


gccttttgct 


ggccttttgc 


tcacatgttc 


4782 


aaccgtatta 


ccgcctttga 


gtgagctgat 


4842 


agcgagtcag 


tgagcgagga 


agcggaagag 


4902 


ctgtgcggta 


tttcacaccg 


catatatggt 


4962 


catagttaag 


ccagtataca 


ctccgctatc 


5022 


acacccgcca 


acacccgctg 


acgcgccctg 


5082 


cagacaagct 


gtgaccgtct 


ccgggagctg 


5142 


gaaacgcgcg 


aggcagctgc 


ggtaaagctc 


5202 


gtctgcctgt 


tcatccgcgt 


ccagctcgtt 


5262 


tctgataaag 


cgggccatgt 


taagggcggt 


5322 


tgtaaggggg 


aatttctgtt 


catgggggta 


5382 


acgatacggg 


ttactgatga 


tgaacatgcc 


5442 


ctggcggtat 


ggatgcggcg 


ggaccagaga 


5502 


gttaatacag 


atgtaggtgt 


tccacagggt 


5562 


aacataatgg 


tgcagggcgc 


tgacttccgc 


5622 


aagaccattc 


atgttgttgc 


tcaggtcgca 


5682 


cgctcgcgta 


tcggtgattc 


attctgctaa 


5742 


gtcctcaacg 


acaggagcac 


gatcatgcgc 


5802 


atgcgccgcg 


tgcggctgct 


ggagatggcg 


5862 








5922 


ccgttagcga 


ggtgccgccg 


gcttccattc 


5982 


gacgcaacgc 


ggggaggcag 


acaaggtata 


6042 


gttccatgtg 


ctcgccgagg 


cggcataaat 


6102 


agttaggctg 


gtaagagccg 


cgagcgatcc 


6162 


ctgcctggac 


agcatggcct 


gcaacgcggg 


6222 
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35 



50 



55 



catcccgatg 


ccgccggaag 


cgagaagaat 


cataatgggg 


aaggccatcc 


agcctcgcgt 


6282 


cgcgaacgcc 


agcaagacgt 


agcccagcgc 


gtcggccgcc 


atgccggcga 


taatggcctg 


6342 


cttctcgccg 


aaacgtttgg 


tggcgggacc 


agtgacgaag gcttgagcga 


gggcgtgcaa 


6402 


gattccgaat 


accgcaagcg 


acaggccgat 


catcgtcgcg 


ctccagcgaa 


agcggtcctc 


6462 


gccgaaaatg 


acccagagcg 


ctgccggcac 


ctgtcctacg 


agttgcatga 


taaagaagac 


6522 


agtcataagt 




f- =i rrt" Pflfrrpp 

l_-CLy L.WU. i— y w 


ccgcgcccac 


cggaaggagc 


tgactgggtt 


6582 


gaaggctctc 


aagggcatcg 


gtcgacgctc 


tcccttatgc 


gactcctgca 


ttaggaagca 


6642 


gcccagtagt 


aggttgaggc 


cgttgagcac 


cgccgccgca 


aggaatggtg 


catgcatcga 


6702 


tcaccacaat 


tcagcaaatt 


gtgaacatca 


tcacgttcat 


ctttccctgg 


ttgccaatgg 


6762 


cccattttcc 


tgtcagtaac 


gagaaggtcg 


cgaattcagg 


cgctttttag 


actggtcgta 


6822 


atgaac 












6828 



10 



15 



20 



25 <210> 2 

<211> 194 
<212> PRT 

<213> Pseudomonas marginal is 
3 0 <400> 2 

Met Ser Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Trp Ala Leu Phe 
15 10 15 



Gin Val Leu Lys Ser Lys Glu Leu He Pro Glu Gly Tyr Val Glu Gin 
20 25 30 



4 0 Leu Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg 

35 40 45 

Val Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Ala Leu Leu Leu 
45 50 55 60 



Lys Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Tyr Thr Gly Pro Gin 
65 ~ ~ 70 75 80 

Gly Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Thr Leu Lys Asn Val 
85 90 95 



He Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu 
100 105 HO 



60 Pro Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg 
115 120 125 
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Glu Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Arg Asp 
130 135 140 

5 

Met Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val 
145 150 155 160 



10 Leu Pro Val Arg Pro Glu Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu 

165 170 175 



Gin Ala Leu Val Thr Lys Asp Val Leu lie Gly Val Ala Leu Pro Arg 
15 180 185 190 



Val Gly 

20 

<210> 3 
<211> 220 
<212> PRT 

25 <213> Pseudomonas marginalis ' - 

<400> 3 

Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val 
30 1 5 10 15 

Pro His Thr He Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp 
20 25 30 

35 

Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe He Gly Ala Asp His Leu 
35 40 45 

40 

Lys Lys Phe Ser Val Asp Glu Val Arg His Ala Val Glu Arg Leu Asp 
50 55 ' 60 

45 Val Arg Gin His Val Gly Thr Gin Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala 
65 70 75 80 

Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu 
50 85 90 95 

Asp Gin Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala 
100 105 110 

55 

Glu Gly Arg Pro Ala He Thr Gly Arg Pro Pro Phe Glu Val Gly Asp 
115 120 125 

60 

Arg Val Val Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly His He Arg Met Pro 
130 135 140 
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10 



50 



Ala Tyr Val Arg Gly Lys Glu Gly Val Val Leu His Arg Thr Ser Glu 
145 1 150 155 160 



Lys Trp Pro Phe Pro Asp Ala He Gly His Gly Asp Val Ser Ala Ala 
165 170 175 



His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Ala Val Lys Asp Leu Trp Gly 
180 185 190 



15 Asp Ala Ala Asp Glu Gly Phe Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr 
195 200 205 

Leu Asp Lys Ala Ala Gly Ala Arg Ala Val Asn Pro 
20 210 215 ^ 220 

<210> 4 

<211> 1269 

25 <212> DMA 

<213> Pseudomonas marginal is 

<220> 
3 0 <221> CDS 

<222> (1) . . (1269) 

<223> Gen der Kodierregion des Aktivatorproteins 
<400> 4 

35 atg aca gac ggc gcc cag gca age cga ctg ccg gtg acg gtc ctt teg 48 
Met Thr Asp Gly Ala Gin Ala Ser Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
15 10 15 

ggc ttc etc ggc gcc ggc aag acc acc ctg etc aac cac ate ctg cgc 9 6 

40 Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His He Leu Arg 
20 25 30 

aat cgc gaa ggc ctg cgc gtg gcc gtc ate gtc aat gac atg age gaa 144 
Asn Arg Glu Gly Leu Arg Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
45 35 40 45 

gtc aat ate gat gcc gaa gag gtg cag cgc gat gtc gcg ctg cac cgt 192 
Val Asn He Asp Ala Glu Glu Val Gin Arg Asp Val Ala Leu His Arg 
50 55 60 



ggt cgc gat gag ctg ate gag atg age aac ggg tgc ate tgc tgc acc 
Gly Arg Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 70 75 80 



240 



55 ctg cgc gcc gat ttg etc gag cag ate age atg etc gca cgc caa cag 288 

Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Met Leu Ala Arg Gin Gin 

85 90 95 

cgt ttc gat tac ctg ctg att gaa tec acg ggg ate tec gag ccg atg 33 6 

60 Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 

100 105 110 
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ccg gtc gcg gag acg ttc gcc ttc ctt gac get gat ggc ttc age etc 384 
Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asp Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 

5 age gaa ctg gcg cgc ctg gac ace ttg gtg acg gtg gtc gat ggc agt 432 
Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Gly Ser 
130 135 140 

cgt ttc cag gaa ctg etc gaa teg ccg cac acc gtt gac cag gat gac 48 0 

10 Arg Phe Gin Glu Leu Leu Glu Ser Pro His Thr Val Asp Gin Asp Asp 
145 150 155 • 160 

gcc acg cca gac gca ccc aag cgc cac ctg gcc gat ctg ctg ate gaa 528 
Ala Thr Pro Asp Ala Pro Lys Arg His Leu Ala Asp Leu Leu lie Glu 
15 165 170 175 

cag gtg gag tac gcc aac gtc att etc gtc aat aag ctg gat ctg ate 57 6 

Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Leu Asp Leu He 
180 185 190 



20 



40 



gat gca gcg cag tat cag gcc gtg cag gcg ate etc aca ggc ctt aac 624 
Asp Ala Ala Gin Tyr Gin Ala Val Gin Ala He Leu Thr Gly Leu Asn 
195 200 205 



25 ccg acg gcg egg ate atg ccg atg gcc cac ggt aac ate cca tea gcc 672 
Pro Thr Ala Arg He Met Pro Met Ala His Gly Asn He Pro Ser Ala 
210 215 * 220 

age ctg etc ggc acc cat ctg ttt gat tta ccc age etc gcg gcg teg 720 
3 0 Ser Leu Leu Gly Thr His Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ser 
225 230 235 240 

ccg ggc tgg atg egg aaa atg gag gcg gca gac gcg ccg gcc tec gag 768 
Pro Gly Trp Met Arg Lys Met Glu Ala Ala Asp Ala Pro Ala Ser Glu 
35 " 245 250 255 

teg gac acc tat ggc gtg acg tec tgg gtg tac cgt gag, cgc gca cct 816 
Ser Asp Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Glu Arg Ala Pro 
260 265 270 



ttc cac ccg caa egg ttg etc gac ttt etc cag cag ccc tgg tgc aac 864 
Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Gin Gin Pro Trp Cys Asn 
275 280 285 



45 ggg egg ttg ctg cgc age aaa ggt tac ttc tgg ctt gcc age cgc cac 912 
Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

ctg gaa acc ggc ctg ctg gtg caa age ggc aag egg ttc cag tgg gac 960 
50 Leu Glu Thr Gly Leu Leu Val Gin Ser Gly Lys Arg Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 

tat gtc ggg cgc tgg tgg aac ttc ate gag ccg teg caa tgg ccc egg 1008 
Tyr Val Gly Arg Trp Trp Asn Phe He Glu Pro Ser Gin Trp Pro Arg 
55 J 325 330 335 

gac gaa tac egg ctg cag ggc ate agg gcc aaa tgg gac age gtg gtc 1056 
Asp Glu Tyr Arg Leu Gin Gly He Arg Ala Lys Trp Asp Ser Val Val 
340 345 350 
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ggc gac tgc egg cag gag ttg gtg ttt ate ggc cag ggc etc gac ace 1104 
Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Val Phe He Gly Gin Gly Leu Asp Thr 
355 360 365 

5 

gac gcg tta cag cgc gag etc gac cac tgc ctg ctg age gee cag gaa 1152 
Asp Ala Leu Gin Arg Glu Leu Asp His Cys Leu Leu Ser Ala Gin Glu 
370 375 380 

10 ate gee gee ggc cca ctg gec tgg caa gcg ctg cca ggg gcg ace gee 1200 
He Ala Ala Gly Pro Leu Ala Trp Gin Ala Leu Pro Gly Ala Thr Ala 
385 390 395 400 

ttt gac cga cag ace ctt gee cgc ccc cca cac age cca tgg cga ttg 1248 
15 Phe Asp Arg Gin Thr Leu Ala Arg Pro Pro His Ser Pro Trp Arg Leu 

405 410 415 

ccc cca ttt gat ccg aga tag 1269 
Pro Pro Phe Asp Pro Arg 
20 420 

<210> 5 

<211> 422 

25 <212> PRT 

<213> Pseudomonas marginal is 

<400> 5 

3 0 Met Thr Asp Gly Ala Gin Ala Ser Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
15 10 15 

Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His He Leu Arg 
35 ' 20 25 30 

Asn Arg Glu Gly Leu Arg Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 

40 

Val Asn He Asp Ala Glu Glu Val Gin Arg Asp Val Ala Leu His Arg 
50 55 60 

45 

Gly Arg Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 70 75 80 

50 Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Met Leu Ala Arg Gin Gin 

85 90 95 

Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
55 100 105 HO 

Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asp Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 

60 
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Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Gly Ser 
130 135 140 



5 Arg Phe Gin Glu Leu Leu Glu Ser Pro His Thr Val Asp Gin Asp Asp 
145 150 155 160 



Ala Thr Pro Asp Ala Pro Lys Arg His Leu Ala Asp Leu Leu lie Glu 
10 165 170 175 



Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val lie Leu Val Asn Lys Leu Asp Leu lie 
180 185 190 

15 

Asp Ala Ala Gin Tyr Gin Ala Val Gin Ala lie Leu Thr Gly Leu Asn 
195 200 205 

20 

Pro Thr Ala Arg lie Met Pro Met Ala His Gly Asn lie Pro Ser Ala 
210 215 .220 

25 Ser Leu Leu Gly Thr His Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ser 
225 230 235 240 



Pro Gly Trp Met Arg Lys Met Glu Ala Ala Asp Ala Pro Ala Ser Glu 
30 245 250 255 



Ser Asp Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Glu Arg Ala Pro 
260 265 270 

35 

Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Gin Gin Pro Trp Cys Asn 
275 280 • : - 285 

40 

Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

45 Leu Glu Thr Gly Leu Leu Val Gin Ser Gly Lys Arg Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 



Tyr Val Gly Arg Trp Trp Asn Phe lie Glu Pro Ser Gin Trp Pro Arg 
50 325 330 335 

Asp Glu Tyr Arg Leu Gin Gly lie Arg Ala Lys Trp Asp Ser Val Val 
340 345 350 

55 

Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Val Phe He Gly Gin Gly Leu Asp Thr 
355 360 365 

60 

Asp Ala Leu Gin Arg Glu Leu Asp His Cys Leu Leu Ser Ala Gin Glu 
370 375 380 
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He Ala Ala Gly Pro Leu Ala Trp Gin Ala Leu Pro Gly Ala Thr Ala 
385 390 395 400 



Phe Asp Arg Gin Thr Leu Ala Arg Pro Pro His Ser Pro Trp Arg Leu 
405 410 415 



Pro Pro Phe Asp Pro Arg 
10 420 



<210> 6 

<211> 2371 

15 <212> DNA 

<213> Pseudomonas put i da 



20 



25 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 

(1) . . (582) 

Gen der Kodierregion der alpha- Unt ere inheit 



CDS 

(624) .. (1286) 

Gen der Kodierregion der beta-Untereinheit 



30 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



gene 

(1283) (2371) 
Gen des Aktivatorproteins 



<400> 6 

3 5 atg acg gca act tea acc cct ggt gag egg gca cgc gca ttg ttt gca 
Met Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Arg Ala Leu Phe Ala 
15 10 15 



48 



gtg etc aag cgc aaa gac etc ate ccc gag ggc tac ate gaa cag etc 
40 Val Leu Lys Arg Lys Asp Leu He Pro Glu Gly Tyr He Glu Gin Leu 
20 25 30 



96 



acc cag ctg atg gaa cac ggc tgg age ccg gaa aac ggc gcg cgc ate 
Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg He 
35 40 45 

gtc gec aag gee tgg gtc gat ccg cag ttt cgc gag ctg ctg etc aag 
Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Glu Leu Leu Leu Lys 
50 55 60 

gac ggt acg gec gec tgc gec cag ttc ggc ttc acc ggc cca caa ggc 
Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Phe Thr Gly Pro Gin Gly 
65 70 75 80 

55 gaa tac ate gtc gec ctg gaa gac acc ccg cag ttg aaa aac gtg ate 
Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Gin Leu Lys Asn Val He 
85 90 95 



45 



50 



144 



192 



240 



288 



gtc tgt age ctg tgc tec tgc acg aac tgg ccg gtg ctg ggc ctg cca 
60 Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro 
100 105 110 



336 
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cct gag tgg tac aag ggc ttc gag ttc cgt gcg egg ttg gtc egg gag 384 

Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu 
115 ~* 120 125 

5 ggg cgc acg gta ttg cgc gag ctg ggc acc gag ttg ccc ggc gac atg 432 

Gly Arg Tlir Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Gly Asp Met 
130 135 140 

gtg gtc aag gtc tgg gac acc age get gaa age cgc tac ctg gtg ctg 480 

10 Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu 
145 150 155 160 

ccg caa cga cca gcg ggc tea gag cat atg age gaa gag cag ttg egg 528 

Pro Gin Arg Pro Ala Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu Arg 

15 ~ 165 170 175 

caa ctg gtc acc aag gac gtg ctg ate ggc gtc gee ctg ccc cgc gtt 576 

Gin Leu Val Thr Lys Asp Val Leu He Gly Val Ala Leu Pro Arg Val 
180 185 190 



20 



40 



ggc tga gcaaggccgc ccaaccccat tcaacttccg gagtgttcaa t atg gat ggc 632 
Gly Met Asp Gly 

195 



25 ttt cac gat etc ggc ggt ttc cag ggc ttt ggc aaa gtg ccc cac cgc 680 

Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val Pro His Arg 
200 205 210 

ate aac age ctg age tac aag cag gtg ttc aag cag gac tgg gaa cac 728 

3 0 He Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp Trp Glu His 

215 220 225 

ctg gee tac age ctg atg ttc ate ggc gtc gac cac ctg aac aag ttc 776 

Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe He Gly Val Asp His Leu Asn Lys Phe 

35 230 235 240 



age gtc gac gaa ata cgt cat gee gtc gaa cgc att gac gtg cgc cag 
Ser Val Asp Glu He Arg His Ala Val Glu Arg He Asp Val Arg Gin 
245 250 255 260 



gta cgc gat gaa tac gtg gee ggg cat gtg cgc atg cct gca tac gtg 
Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly His Val Arg Met Pro Ala Tyr Val 
325 ' ^ 330 335 340 



824 



cac gtc ggc acc gaa tac tac gaa cgt tat gtg ate gec act gee acg 872 
His Val Gly Thr Glu Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala Thr Ala Thr 
265 270 275 



45 ctg ctg gtc gaa aca ggc gtc ate acc cag -gee gaa ctg gat gaa gca 920 

Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu Asp Glu Ala 

280 285 290 

etc ggc teg cac ttc aag ctg gee aac ccc gee cat gcg caa ggg cgt 968 

50 Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala Gin Gly Arg 

295 300 * 305 * 

get gca att ate ggg cga gcg cct ttt gaa gtg ggc gat egg gtc ate 1016 

Ala Ala He He Gly Arg Ala Pro Phe Glu Val Gly Asp Arg Val He 

55 310 315 320 



1064 
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cgc ggc aag caa ggc gta gtg ctg cac egg acc act gaa cag tgg ccg 1112 
Arg Gly Lys Gin Gly Val Val Leu His Arg Thr Thr Glu Gin Trp Pro 
345 350 355 

5 ttt ccg gac gcg att ggc cat ggc gac cag age get gcg cat caa ccg 1160 
Phe Pro Asp Ala He Gly His Gly Asp Gin Ser Ala Ala His Gin Pro 
360 365 370 

acc tac cat gtc gag ttc cgc gtg egg gac ctg tgg ggc gat gec gca 1208 
10 Thr Tyr His Val Glu Phe Arg Val Arg Asp Leu Trp Gly Asp Ala Ala 
375 380 385 

gac gac ggc ctg gtg gtg gta gac ctg ttc gaa age tat ctg gac agg 1256 
Asp Asp Gly Leu Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr Leu Asp Arg 
15 390 395 400 



20 



gtc gaa age ccg cga gtg gtg cgc gca tga gtgccggcgc ccaggcaggc 
Val Glu Ser Pro Arg Val Val Arg Ala 
405 410 


1306 


cggctgccgg 


tgaeggtect 


ttcaggcttc 


ctcggcgcag 


gcaagaccac 


cctgctcaac 


1366 


cacatcctgc 


gcaaccgcca 


gggcctgaag 


gtggcggtta 


tegtcaatga 


catgagegag 


1426 


gtcaacatcg 


atgccgccca 


ggtccagcgc 


gaegttgege 


tgtatcgtgg 


ccaggatgaa 


1486 


ttgatagaga 


tgagcaaegg 


ctgtatctgc 


tgcaccctgc 


gcgccgacct 


gcttgagcag 


1546 


atcagcgcgc 


tggcgcgcca 


geagegttte 


gattacctgt 


tgatcgagtc 


cacegggatt 


1606 


tccgagccga 


tgccagtcgc 


cgagaccttt 


gcctttctcg 


acgccaacgg 


tttcagcctc 


1666 


agegaactgg 


cgcggctgga 


tacgctggtg 


acggtggtcg 


atgccagcca 


gttcatggcc 


1726 


atgetcgact 


ctcccgaaac 


cgtcgcgcgg 


gccgacgtca 


ecaeggatga 


cagcaggcgc 


1786 


ccgctggccg 


atetgetgat 


cgagcaggtc 


gagtatgeca 


atgtgattct 


ggtcaacaaa 


1846 


cgcgacctgg 


tcgacgaggc 


gcagtaccag 


gccctgcagg 


^cagttctcgc 


egggctcaat 


1906 


ccaggcgcac 


agatcctgcc 


gatggtggcc 


ggcaaegteg 


ccctgtcgag 


cgtccttggt 


1966 


acccagctgt 


tegatttgee 


cagccttgcc 


gcagcgcccg 


gctggatgaa 


acagatggac 


2026 


gcgcacgaca 


ccccggccgg 


egagtegcag 


acctatggcg 


tgacgtcatg 


ggtgtaccga 


2086 


gcgcgcgccc 


cgttccatcc 


geaaegcttg 


cttgattttc 


tcgcccggcc 


ctggcgcgac 


2146 


ggccgtcttc 


tgcgcagcaa 


aggttatttc 


tggcttgeca 


gccgccaccg 


egaaategge 


2206 


ttgctggtac 


acagcggcca 


gcagtttcaa 


tgggactatg 


ttggccattg 


gtggaacttc 


2266 


ategacaegt 


cacagtggcc 


acaggacaag 


tategcttge 


agggcatcat 


ggccaagtgg 


2326 


gacagcatcg 


teggegactg 


ccgacaggag 


ctgaaaagct 


tatga 




2371 
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30 
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40 



45 



50 
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<400> 7 

Met Thr Ala Thr Ser Thr Pro Gly Glu Arg Ala Arg Ala Leu Phe Ala 
15 10 15 

5 

Val Leu Lys Arg Lys Asp Leu lie Pro Glu Gly Tyr lie Glu Gin Leu 
20 25 30 

10 

Thr Gin Leu Met Glu His Gly Trp Ser Pro Glu Asn Gly Ala Arg He 
35 40 45 



15 Val Ala Lys Ala Trp Val Asp Pro Gin Phe Arg Glu Leu Leu Leu Lys 
50 55 60 

Asp Gly Thr Ala Ala Cys Ala Gin Phe Gly Phe Thr Gly Pro Gin Gly 
20 65 70 75 80 

Glu Tyr He Val Ala Leu Glu Asp Thr Pro Gin Leu Lys Asn Val He 
85 90 95 

25 

Val Cys Ser Leu Cys Ser Cys Thr Asn Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro 
100 105 110 

3 0 

Pro Glu Trp Tyr Lys Gly Phe Glu Phe Arg Ala Arg Leu Val Arg Glu 
115 120 125 

35 Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu Leu Gly Thr Glu Leu Pro Gly Asp Met 
130 135 140 

Val Val Lys Val Trp Asp Thr Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val Leu 
40 145 ~ 150 155 160 

Pro Gin Arg Pro Ala Gly Ser Glu His Met Ser Glu Glu Gin Leu Arg 
165 170 175 

45 

Gin Leu Val Thr Lys Asp Val Leu He Gly Val Ala Leu Pro Arg Val 
180 185 190 

50 

Gly 



55 <210> 8 

<211> 220 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 
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Met Asp Gly Phe His Asp Leu Gly Gly Phe Gin Gly Phe Gly Lys Val 
1 5 10 15 



5 Pro His Arg lie Asn Ser Leu Ser Tyr Lys Gin Val Phe Lys Gin Asp 
20 25 30 



Trp Glu His Leu Ala Tyr Ser Leu Met Phe He Gly Val Asp His Leu 
10 35 40 45 



Asn Lys Phe Ser Val Asp Glu He Arg His Ala Val Glu Arg He Asp 
50 55 60 

15 

Val Arg Gin His Val Gly Thr Glu Tyr Tyr Glu Arg Tyr Val He Ala 
65 70 75 80 

20 

Thr Ala Thr Leu Leu Val Glu Thr Gly Val He Thr Gin Ala Glu Leu 
85 90 95 

25 Asp Glu Ala Leu Gly Ser His Phe Lys Leu Ala Asn Pro Ala His Ala 
100 105 110. 



Gin Gly Arg Ala Ala He He Gly Arg Ala Pro Phe Glu Val Gly Asp 
30 115 120 125 

Arg Val He Val Arg Asp Glu Tyr Val Ala Gly His Val Arg Met Pro 
130 135 140 

35 

Ala Tyr Val Arg Gly Lys Gin Gly Val Val Leu His Arg Thr Thr Glu 
145 150 155 ¥ 160 

40 

Gin Trp Pro Phe Pro Asp Ala He Gly His Gly Asp Gin Ser Ala Ala 
165 170 175 



45 His Gin Pro Thr Tyr His Val Glu Phe Arg Val Arg Asp Leu Trp Gly 
180 185 190 



Asp Ala Ala Asp Asp Gly Leu Val Val Val Asp Leu Phe Glu Ser Tyr 
50 195 200 205 



Leu Asp Arg Val Glu Ser Pro Arg Val Val Arg Ala 
210 215 220 

55 

<210> 9 
<211> 1089 
<212> DNA 
60 <213> Pseudomonas putida 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1089) 

<223> Gen der Kodierregion des Aktivatorproteins 
<400> 9 

atg agt gcc ggc gcc cag gca ggc egg ctg ccg gtg acg gtc ctt tea 48 
Met Ser Ala Gly Ala Gin Ala Gly Arg Leu Pro Val Thr Val Leu Ser 
1 5 10 15 

ggc ttc etc ggc gca ggc aag acc acc ctg etc aac cac ate ctg cgc 9 6 

Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His He Leu Arg 
20 25 30 

aac cgc cag ggc ctg aag gtg gcg gtt ate gtc aat gac atg age gag 144 
Asn Arg Gin Gly Leu Lys Val Ala Val He Val Asn Asp Met Ser Glu 
3 5 40 '45 

gtc aac ate gat gcc gcc cag gtc cag cgc gac gtt gcg ctg tat cgt 192 
Val Asn He Asp Ala Ala Gin Val Gin Arg Asp Val Ala Leu Tyr Arg 
50 55 60 

ggc cag gat gaa ttg ata gag atg age aac ggc tgt ate tgc tgc acc 240 
Gly Gin Asp Glu Leu He Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 ^ 70 75 80 

ctg cgc gcc gac ctg ctt gag cag ate age gcg ctg gcg cgc cag cag 288 
Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin He Ser Ala Leu Ala Arg Gin Gin 
85 90 95 

cgt ttc gat tac ctg ttg ate gag tec acc ggg att tec gag ccg atg 33 6 

Arg Phe Asp Tyr Leu Leu He Glu Ser Thr Gly He Ser Glu Pro Met 
100 105 HO 



cca gtc gcc gag acc ttt gcc ttt etc gac gcc aac ggt ttc age etc 
Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asn Gly Phe Ser Leu 
115 120 125 



gac gag gcg cag tac cag gcc ctg cag gca gtt etc gcc ggg etc aat 

Asp Glu Ala Gin Tyr Gin Ala Leu Gin Ala Val Leu Ala Gly Leu Asn 
195 200 205 

cca ggc gca cag ate ctg ccg atg gtg gcc ggc aac gtc gcc ctg teg 

Pro Gly Ala Gin He Leu Pro Met Val Ala Gly Asn Val Ala Leu Ser 
210 215 220 



384 



age gaa ctg gcg egg ctg gat acg ctg gtg acg gtg gtc gat gcc age 432 

Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Ala Ser 
130 135 140 

cag ttc atg gcc atg etc gac tct ccc gaa acc gtc gcg egg gcc gac 480 

Gin Phe Met Ala Met Leu Asp Ser Pro Glu Thr Val Ala Arg Ala Asp 

145 150 155 160 

gtc acc acg gat gac age agg cgc ccg ctg gcc gat ctg ctg ate gag 528 

Val Thr Thr Asp Asp Ser Arg Arg Pro Leu Ala Asp Leu Leu He Glu 
165 170 175 

cag gtc gag tat gcc aat gtg att ctg gtc aac aaa cgc gac ctg gtc 576 

Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Arg Asp Leu Val 
180 185 190 



624 



672 
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age gtc ctt ggt acc cag ctg ttc gat ttg ccc age ctt gec gca gcg 72 0 

Ser Val Leu Gly Thr Gin Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ala 
225 230 235 240 

5 ccc ggc tgg atg aaa cag atg gac gcg cac gac acc ccg gec ggc gag 768 
Pro Gly Trp Met Lys Gin Met Asp Ala His Asp Thr Pro Ala Gly Glu 
245 250 255 

teg cag acc tat ggc gtg acg tea tgg gtg tac cga gcg cgc gec ccg 816 
10 Ser Gin Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Ala Arg Ala Pro 
260 265 270 

ttc cat ccg caa cgc ttg ctt gat ttt etc gec egg ccc tgg cgc gac 864 
Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Ala Arg Pro Trp Arg Asp 
15 275 280 285 

ggc cgt ctt ctg cgc age aaa ggt tat ttc tgg ctt gee age cgc cac 912 
Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 



20 



cgc gaa ate ggc ttg ctg gta cac age ggc cag cag ttt caa tgg gac 9 60 

Arg Glu lie Gly Leu Leu Val His Ser Gly Gin Gin Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 



2 5 tat gtt ggc cat tgg tgg aac ttc ate gac acg tea cag tgg cca cag 1008 

Tyr Val Gly His Trp Trp Asn Phe lie Asp Thr Ser Gin Trp Pro Gin 
325 33 0 335 

gac aag tat cgc ttg cag ggc ate atg gec aag tgg gac age ate gtc 1056 

3 0 Asp Lys Tyr Arg Leu Gin Gly lie Met Ala Lys Trp Asp Ser lie Val 

340 345 350 . 

ggc gac tgc cga cag gag ctg aaa age tta tga 1089 
Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Lys Ser Leu 
35 355 360 





<210> 


10 






<211> 


362 




40 


<212> 


PRT 






<213> 


Pseudomonas put i da 






<400> 


10 




45 


Met Ser Ala Gly Ala Gin Ala Gly Arg Leu 


Pro Val Thr Val Leu 




1 


5 10 


15 



Gly Phe Leu Gly Ala Gly Lys Thr Thr Leu Leu Asn His lie Leu Arg 
50 20 25 30 



Asn Arg Gin Gly Leu Lys Val Ala Val lie Val Asn Asp Met Ser Glu 
35 40 45 

55 

Val Asn lie Asp Ala Ala Gin Val Gin Arg Asp Val Ala Leu Tyr Arg 
50 55 60 

60 

Gly Gin Asp Glu Leu lie Glu Met Ser Asn Gly Cys He Cys Cys Thr 
65 70 75 80 
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Leu Arg Ala Asp Leu Leu Glu Gin lie Ser Ala Leu Ala Arg Gin Gin 
85 90 95 



5 Arg Phe Asp Tyr Leu Leu lie Glu Ser Thr Gly lie Ser Glu Pro Met 
100 105 110 



Pro Val Ala Glu Thr Phe Ala Phe Leu Asp Ala Asn Gly Phe Ser Leu 
10 115 120 125 

Ser Glu Leu Ala Arg Leu Asp Thr Leu Val Thr Val Val Asp Ala Ser 
130 135 140 

15 

Gin Phe Met Ala Met Leu Asp Ser Pro Glu Thr Val Ala Arg Ala Asp 
145 150 155 160 

20 

Val Thr Thr Asp Asp Ser Arg Arg Pro Leu Ala Asp Leu Leu He Glu 
165 170 - 175 

2 5 Gin Val Glu Tyr Ala Asn Val He Leu Val Asn Lys Arg Asp Leu Val 
180 185 190 

Asp Glu Ala Gin Tyr Gin Ala Leu Gin Ala Val Leu Ala Gly Leu Asn 
30 ^ 195 200 205 

Pro Gly Ala Gin He Leu Pro Met Val Ala Gly Asn Val Ala Leu Ser 
210 215 220 

35 

Ser Val Leu Gly Thr Gin Leu Phe Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Ala 
225 " 230 235 240 

40 

Pro Gly Trp Met Lys Gin Met Asp Ala His Asp Thr Pro Ala Gly Glu 
245 ' 250 255 

45 Ser Gin Thr Tyr Gly Val Thr Ser Trp Val Tyr Arg Ala Arg Ala Pro 
260 265 270 

Phe His Pro Gin Arg Leu Leu Asp Phe Leu Ala Arg Pro Trp Arg Asp 
50 275 280 285 

Gly Arg Leu Leu Arg Ser Lys Gly Tyr Phe Trp Leu Ala Ser Arg His 
290 295 300 

55 

Arg Glu He Gly Leu Leu Val His Ser Gly Gin Gin Phe Gin Trp Asp 
305 310 315 320 

60 

Tyr Val Gly His Trp Trp Asn Phe He Asp Thr Ser Gin Trp Pro Gin 
325 330 335 
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Asp Lys Tyr Arg Leu Gin Gly He Met Ala Lys Trp Asp Ser He Val 
340 345 350 



Gly Asp Cys Arg Gin Glu Leu Lys Ser Leu- 







355 360 




<210> 


11 


10 


<211> 


30 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 




<220> 






<223> 


Primer IF 




<400> 


11 




ctccaccata tgagtacagc tacttcaacg 


z u 








<210> 


12 




<211> 


30 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 


Z D 








<220> 






<223> 


Primer 1R 




<400> 


12 


30 


cttcataagc ttctatctcg gatcaaatgg 




<210> 


13 




<211> 


25 


35 


<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 




<220> 






<223> 


Primer 2F 


40 








<400> 


13 




atgacggcaa cttcaacccc tggtg 


45 


<210> 


14 




<211> 


20 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial Sequence 


50 


<220> 






<223> 


Primer 2R 



<400> 14 

tcagctcctg tcggcagtcg 



30 



30 



25 



20 



55 



